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Resumo 
 
 
             A tuberculose é uma doença infecto-contagiosa, cujo agente etiológico 
é o Mycobacterium tuberculosis, que tem permanecido, até aos dias de hoje, 
como um sério problema mundial de saúde pública. 
             Depois de ter sido considerada sob controlo, a tuberculose ressurgiu 
de uma forma bastante preocupante, na medida em que o número de casos da 
doença aumentou drasticamente devido à co-infecção com o Vírus da 
Imunodeficiência Humana (VIH). Outros factores, também importantes, como o 
aparecimento de estirpes clínicas de M. tuberculosis resistentes a antibióticos, 
contribuíram para o aumento da doença. A imunodeficiência causada pelo VIH 
e a resistência a drogas trouxeram problemas acrescidos no controlo da 
tuberculose. 
             A tuberculose recorrente é frequentemente atribuída à reactivação da 
estirpe de M. tuberculosis responsável pelo primeiro episódio de doença. 
Contudo, pode também resultar de uma re-infecção com outra estirpe de M. 
tuberculosis ou de infecções mistas. A identificação da causa de recorrência 
pode ser feita por tipagem molecular das estirpes de M. tuberculosis isoladas a 
partir de amostras clínicas seriadas. Os métodos de tipagem mais adequados 
a este fim são o RFLP por IS6110 e o MIRU-VNTR. 
O conhecimento da causa de recorrência é importante para o 
manuseamento clínico do doente. Neste trabalho, foram estudadas 39 estirpes 
clínicas de M. tuberculosis pertencentes a nove indivíduos com tuberculose 
recorrente. A totalidade das estirpes foi analisada por RFLP IS6110. As 
estirpes analisadas pela metodologia MIRU-VNTR obedeceram aos seguintes 
parâmetros (i) nos casos em que não houve alteração do perfil de tipagem por 
RFLP IS6110, ao longo do tempo, foi escolhida a primeira estirpe analisada de 
cada doente, (ii) nos casos em que se verificou alteração do perfil de RFLP 
IS6110 analisaram-se estirpes de cada um dos perfis obtidos. 
Os resultados obtidos por RFLP IS6110 permitiram concluir que 
apenas um doente apresenta efectiva alteração do padrão de tipagem das 
estirpes isoladas ao longo do tempo. Neste caso, verificou-se ganho de um 
elemento de inserção IS6110 pela estirpe isolada 2 anos e meio após a 
primeira estirpe analisada neste estudo. Outra das estirpes recuperadas deste 
doente apresentava uma morfologia diferente da esperada para um M. 
tuberculosis. Por isso, foi identificada, de novo, verificando-se ser um 
Mycobacterium intracellulare. As razões para este facto não foram 
investigadas, uma vez que este estudo incide apenas sobre estirpes de M. 
tuberculosis. Existe ainda outro doente em que uma das estirpes seriadas 
apresenta um perfil de tipagem distinto do das outras estirpes. No entanto, 
esta ocorrência não corresponde a uma evolução nas estirpes deste doente, 
visto que, a alteração surge entre estirpes com o mesmo perfil de RFLP 
IS6110. Assim, conclui-se que, provavelmente, ocorreu uma troca de amostras 
clínicas. 
A análise dos resultados de tipagem por RFLP IS6110 permite concluir 
que as estirpes dos nove doentes se organizaram em nove clusters, sendo que 
(i) as estirpes de dois dos doentes estudados pertencem ao mesmo cluster; (ii) 
as estirpes de outro doente estão divididas por dois clusters; (iii) e uma estirpe 
surge isolada. Os resultados obtidos da tipagem por MIRU-VNTR mostram que 
para um cut-of de 0.3, as estirpes se distribuem pelas famílias LAM (40%) e 
Haarlem (10%). As restantes estirpes (50%) não obtiveram correspondência 
na base de dados. A diversidade alélica para os MIRU-VNTR loci foi a 
seguinte: Mtub04, 0.62; ETRC, 0.58; MIRU04, -0.11; MIRU40, 0.6; MIRU10, 
0.58; MIRU16, 0.6; Mtub21, 0.4; QUB11b, 0.62; ETRA, 0.24; Mtub30, 0.58; 
MIRU26, 0.62; MIRU31, -0.11; Mtub39, 0.62; QUB26, 0.73; QUB4156, 0.24. 
             Este trabalho permitiu-nos concluir que a tuberculose recorrente nos 
nove doentes estudados se deve à persistência da estirpe de M. tuberculosis 
inicial, ou por reactivação quando existe mais do que um episódio de doença, 
ou por resistência aos fármacos usados no tratamento. Esta última causa é de 
todo a mais importante, já que todas as estirpes analisadas são resistentes à 
maioria dos fármacos de 1ª e 2ª linha. 
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Abstract 
 
             Tuberculosis is an infectious disease, caused by the etiological agent 
Mycobacterium tuberculosis, which has remained a serious global health 
problem until today. 
             Having been considered under control until some 20 years ago, the 
number of cases of the illness drastically increased since then due to co-
infection with the Human Immunodeficiency Virus (HIV). Moreover, the 
emergence of clinical strains of M. tuberculosis resistant to antibiotics has 
contributed to the increase of the disease. The immunodeficiency caused by 
HIV and drug resistance pose serious problems to the control of tuberculosis. 
             Tuberculosis recurrence is frequently attributed to the reactivation of 
the M. tuberculosis isolate responsible for the first episode of the disease. 
However, this can also be due to an infection with another isolate of M. 
tuberculosis, or to mixed infections. The cause of recurrence can be identified 
by molecular typing of serial isolates of M. tuberculosis. IS6110 RFLP and 
MIRU-VNTR are the methods of choice for genotyping of M. tuberculosis 
clinical isolates. 
             Knowledge of the cause of recurrence is important for clinical 
management of patients. In this work, 39 clinical isolates of M. tuberculosis 
belonging to nine individuals with recurrent tuberculosis were studied. All 
strains were analyzed by IS6110 RFLP. MIRU-VNTR was used to type (i) the 
first strain of each patient when serial strains showed no change in the RFLP 
profile throughout the time or (ii) each strain with a different IS6110 profile 
when there was a change in the fingerprinting pattern of the serial strains. 
IS6110 RFLP results showed that only one patient displayed a change in the 
pattern of serial isolates with gain of one IS6110 band. One of the strains 
isolated from this patient was identified as Mycobacterium intracellulare. The 
reasons for this were not investigated since this study is focused only in 
tubercle bacilli. Another patient has an isolate with an IS6110 RFLP profile 
completely different from the other isolates, which probably corresponds to a 
swapped sample. 
             Analysis of the results using Bionumerics led to the conclusion that the 
patients included in this study are organized in nine clusters, being that (i) 
strains from two of the patients belong to the same cluster, (ii) strains of one 
patient are divided in two clusters, (iii) and a strain is isolated. Results of MIRU-
VNTR were analyzed using MIRU-VNTRplus programme, which allows 
identification of lineages. For a cut-off of 0.3, 40% of the strains belong to the 
LAM family, 10% to the Haarlem family and the remaining 50% did not find a 
match in the database. The allelic diversity of the MIRU-VNTR loci, is: Mtub04, 
0.62; ETRC, 0.58; MIRU04, -0.11; MIRU40, 0.6; MIRU10, 0.58; MIRU16, 0.6; 
Mtub21, 0.4; QUB11b, 0.62; ETRA, 0.24; Mtub30, 0.58; MIRU26, 0.62; 
MIRU31, -0.11; Mtub39, 0.62; QUB26, 0.73; QUB4156, 0.24. 
             This work showed that the cause of recurrent tuberculosis in the nine 
patients studied is due to persistence of the initial strain of M. tuberculosis, to 
reactivation when there is more than an episode of disease, or to antibiotic 
resistance. The latter cause is the most important of all, since all the analyzed 
strains are resistant to the majority of the 1
st
 and 2
nd
 line drugs. 
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1.1 Tuberculose 
A tuberculose é uma doença causada por um agente infeccioso, o Mycobacterium 
tuberculosis, também chamado bacilo da tuberculose ou bacilo de Koch. Este 
microorganismo, pertencente à família das Mycobacteriaceae, foi isolado pela primeira vez 
em 1882 por Robert Koch (Koch, 1882). Desde sempre, que a espécie humana é infectada, 
adoece e morre em consequência dos problemas causados por este microorganismo. Esta 
grave doença infecciosa é considerada como uma das mais mortais e atinge milhões de 
indivíduos em todo o mundo (Pina, 2000). 
 
1.1.1 Transmissão 
A tuberculose transmite-se, de forma directa, por via inalatória. Quando um doente 
com tuberculose pulmonar respira, fala, tosse ou espirra pode expelir grandes quantidades de 
bacilos para o ambiente que o rodeia. Estes têm a capacidade de permanecer em suspensão, 
podendo ficar assim durante várias horas. 
  Durante a inspiração, partículas de pequeno tamanho, que contêm um ou mais bacilos, 
podem ser inaladas por um ou vários indivíduos, depositando-se nos seus pulmões. Por outro 
lado, estas partículas também podem disseminar-se para outros órgãos através da corrente 
sanguínea. As partículas maiores ficam retidas no tracto respiratório superior, nomeadamente 
no nariz e na traqueia, e são eliminadas juntamente com a expectoração. Os doentes com 
tuberculose no tracto respiratório superior e inferior são mais contagiosos do que aqueles que 
possuem doença noutros locais do organismo (Pina, 2000). 
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1.1.2 Sintomatologia 
Na maioria dos casos, os sintomas não são inicialmente valorizados, pois são 
inespecíficos, perpetuando-se e agravando-se ao longo do tempo, de forma indolente. A 
doença costuma afectar maioritariamente os pulmões, pelo que a tuberculose pulmonar chega 
a atingir 75% dos casos de doença. No entanto, também pode ocorrer noutros órgãos do corpo, 
designando-se por tuberculose extra-pulmonar, quando o agente infeccioso entra na corrente 
sanguínea, disseminando-se. Na tuberculose pulmonar os sintomas principais são cansaço 
fácil, perda de apetite, fraqueza, emagrecimento, suores nocturnos, febre habitualmente baixa 
de predomínio vespertino e tosse persistente, frequentemente acompanhada por expectoração 
hemorrágica. Na tuberculose extra-pulmonar existem sintomas muito variados, dependendo do 
órgão atingido (Pina, 2000). 
 
1.1.3 Tratamento 
O tratamento da tuberculose, quando bem conduzido, leva à cura, quase na totalidade 
dos casos. Este consiste numa combinação de fármacos, com administração regular por um 
longo período, suficiente para suprimir a persistência e resistência do M. tuberculosis. No 
entanto, tem vindo a notar-se um aumento preocupante de casos de tuberculose resistente a um 
ou mais antibióticos (Pina, 2000). 
Deste modo, existe uma grande variedade de fármacos disponível para o tratamento da 
tuberculose. Os mais utilizados são as drogas de 1ª linha, que entram na constituição da 
maioria dos esquemas de tratamento aplicados actualmente em todo o mundo. Durante o 
tratamento do paciente, estes fármacos combinam um elevado grau de eficácia com uma 
relativa baixa toxicidade. Por sua vez, as drogas de 2ª linha, usadas com menos frequência, 
ficam de salvaguarda para situações de suspeita ou confirmação de resistência aos fármacos de 
1ª linha. Estas drogas só são utilizadas em último recurso, porque são menos eficazes, mais 
dispendiosas e provocam efeitos adversos com maior frequência. Na tabela 1.1 estão 
representados alguns fármacos actualmente disponíveis para o tratamento da tuberculose (Post 
et al, 2004; Ducati et al, 2006). 
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Guidelines recomendam, para o tratamento da tuberculose com exame cultural positivo, 
a utilização de um esquema de combinação de drogas. Um dos esquemas mais usados 
combina a utilização de isoniazida (isoniazid – INH), rifampicina (rifampin – RMP), 
pirazinamida (pyrazinamide – PZA) e etambutol (ethambutol – EMB) durante os primeiros 
dois meses. Seguida de outra combinação de INH com RMP por pelo menos mais quatro 
meses adicionais. Para evitar o aparecimento de resistências, a Organização Mundial de Saúde 
(OMS) investiu em programas universais assentes na toma de medicamentos directamente 
observada (DOTS – Directly Observed Treatment Short-course), onde os pacientes são 
acompanhados durante a terapêutica (CDHS/CTCA Joint Guidelines, 2003). 
 
Tabela 1.1: Apresentação de alguns fármacos actualmente disponíveis para o tratamento da tuberculose. 
Fármacos de 1ª linha Fármacos de 2ª linha 
Isoniazida 
Rifampicina 
Pirazinamida 
Etambutol 
Estreptomicina 
Canamicina, Amicacina, Capreomicina, Etionamida, 
 Protionamida, Ofloxacina, Ciprofloxacina, Cicloserina, 
 Ácido para-amino-salicílico, Viomicina, Levofloxacina, 
 Clofazimina, Rifabutina, Tioacetazona, Linezolide. 
 
Um paciente que tenha recuperado de um episódio inicial de tuberculose, pode voltar a 
adquirir a doença por reactivação da mesma estirpe de M. tuberculosis ou por re-infecção com 
uma estirpe diferente (Ducati et al, 2006). A recorrência da tuberculose é muito comum entre 
indivíduos com a doença. Os factores que influenciam a recorrência, incluem a prevalência 
numa dada região, o risco de infecção, e condições favoráveis ao progresso da doença após 
exposição a novas estirpes, sendo a mais comum a infecção com o Vírus da Imunodeficiência 
Humana (VIH). Inicialmente, pensava-se que a tuberculose recorrente resultava da reactivação 
com uma estirpe de M. tuberculosis responsável pelo primeiro episódio de doença. No entanto, 
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a re-infecção e, mesmo, as infecções mistas iniciais demonstraram ser também causas 
frequentes da recorrência da tuberculose (Umubyeyi et al, 2007). 
 
1.1.4 Epidemiologia 
Entre as medidas mais importantes para o controlo da tuberculose devem salientar-se a 
criação de sanatórios, indispensáveis para o acompanhamento da evolução desta enfermidade, 
e a implementação de programas de terapêutica, com vista a uma diminuição do número de 
casos da doença (Ducati et al, 2006). Após ter sido considerada sob controlo, a tuberculose 
ressurgiu de uma forma preocupante, em meados da década de 80. O aumento dramático do 
número de casos da doença ficou a dever-se, em parte, à disseminação do vírus da Síndroma 
de Imunodeficiência Adquirida (SIDA) e a outros factores, também importantes, como o 
aparecimento de estirpes clínicas de M. tuberculosis resistentes a antibióticos. O 
empobrecimento das populações, os movimentos migratórios, a toxicodependência e as 
políticas de desinvestimento na luta anti-tuberculosa têm contribuído para o aumento do 
número de casos da doença. O abandono e interrupções sucessivas da terapêutica são também 
responsáveis pelo aparecimento da tuberculose multiresistente de elevada morbilidade e 
mortalidade (Cole et al, 1998; Ducati et al, 2006). 
De acordo com a Organização Mundial de Saúde, um terço da população mundial, 
cerca de 1.7 biliões de pessoas, está infectada com o bacilo da tuberculose, sendo que 5 a 10% 
corre um elevado risco de poder vir a desenvolver doença (OMS, 2006). Dados estatísticos 
indicam que, só no ano de 2002, surgiram mundialmente cerca de 9 milhões de novos casos de 
tuberculose, e no mesmo período morreram quase 2 milhões de pessoas devido à doença. A 
tuberculose afecta maioritariamente os jovens e os adultos profissionalmente activos, tendo 
por isso, um enorme impacto na economia dos países mais afectados (Ducati et al, 2006). 
Embora represente um problema global, a tuberculose é mais comum nos países com 
menos recursos económicos e de condições médico-sanitárias precárias. Os países do 
continente africano e do sudoeste asiático são os mais atingidos. Nestas áreas geográficas, o 
problema é agravado por complicações como a infecção com o VIH e resistência a drogas 
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(Ducati et al, 2006). Na Europa, a distribuição da incidência da doença é muito heterogénea. É 
baixa nos países do norte da Europa e mais elevada nos países de leste. A doença é mais 
frequente entre os jovens, nos países em desenvolvimento, e atinge os grupos etários acima 
dos 50 anos, nos países desenvolvidos (DGS, 2005). 
Portugal é o país da Europa Ocidental que regista maior incidência de tuberculose, 
apesar de o número de novos casos da doença, ter vindo a descer de forma consistente. 
Segundo a Direcção Geral da Saúde, em 2004, foram notificados 33,7 novos casos de 
tuberculose por cada cem mil habitantes, tendo-se registado uma baixa de 50% nos últimos 20 
anos. No mesmo ano foram comunicados 3511 casos novos e 271 casos recorrentes, que 
incluem os casos de reincidência, os casos recuperados após insucesso, interrupção ou 
abandono do tratamento (DGS, 2005). Já em 2006, foram participados 3092 novos casos de 
tuberculose, correspondentes a uma taxa de 29.4 por 100 mil habitantes (DGS, 2007). Esta 
tendência decrescente tem-se mantido nas últimas décadas (DGS, 2005). 
No nosso país, a distribuição da incidência da doença não é uniforme, verificando-se 
maior número de casos na região do Norte, Lisboa e Vale do Tejo. Estes distritos têm, em 
comum, taxas de incidência médias anuais superiores a 40 casos por 100 mil habitantes. Os 
dados da Direcção Geral de Saúde, em 2005, indicam ainda que Portugal é o país da Europa 
Ocidental onde a toxicodependência e a infecção pelo VIH/sida têm maior expressão na 
doença (DGS, 2005). A prevalência da infecção com o VIH entre casos com tuberculose foi de 
13%, em 2006, correspondente a 424 doentes, tendo-se registado um decréscimo de 39% nos 
últimos 5 anos (DGS, 2007). 
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1.2 Diagnóstico da tuberculose 
Ao longo dos anos, contributos à Ciência e à Medicina permitiram que possuíssemos, 
actualmente, um conjunto valioso de técnicas e métodos de diagnóstico que nos permitem, na 
grande maioria dos casos, afirmar o diagnóstico da tuberculose com grande margem de 
certeza. Assim, em primeiro lugar, os doentes são sujeitos a um diagnóstico clínico seguido de 
um diagnóstico laboratorial. O diagnóstico clínico compreende (i) métodos imagiológicos, 
como a radiografia pulmonar, a ecografia, a tomografia axial computorizada, a ressonância 
magnética, (ii) métodos imunológicos, como a intradermoreacção de Mantoux e (iii) a 
apresentação clínica dos sintomas. O diagnóstico laboratorial da tuberculose obriga ao 
isolamento e identificação do M. tuberculosis a partir de líquidos biológicos tais como 
expectorações, suco gástrico, líquido pleural, ascítico e pericárdico, líquor, pus, urina, sangue 
e fezes. Para o mesmo efeito, também se recorre à análise de biópsias, fragmentos de tecidos 
ou peças cirúrgicas dos órgãos afectados. De todos os métodos referidos, apenas os 
laboratoriais identificam o M. tuberculosis e permitem um diagnóstico conclusivo. Todas as 
outras abordagens apenas permitem um diagnóstico presuntivo (Pina, 2000; Ducati et al, 
2006). 
 Nos doentes com suspeita clínica de tuberculose, procede-se à colheita de amostras 
biológicas com o objectivo de isolar e identificar o M. tuberculosis. No laboratório, executa-se 
a homogeneização, descontaminação e concentração das amostras para posterior análise. 
Dependendo da origem do produto biológico, é preciso ter em consideração a presença de 
flora normal associada, que possa inibir o crescimento do M. tuberculosis. Deste modo, 
quando num produto existem outros microorganismos deve realizar-se um processo de 
descontaminação. As amostras sem flora associada dispensam este procedimento (Pina, 2000; 
Ducati et al, 2006). 
Um dos métodos de descontaminação mais utilizado envolve o uso de N-acetil-L-
cisteína-hidróxido de sódio. Esta metodologia é recomendada por ser a menos tóxica para as 
micobactérias. Consiste num procedimento de digestão e descontaminação da amostra através 
da combinação entre dois reagentes, o N-acetil-L-cisteína e o hidróxido de sódio. Quando as 
amostras não precisam de homogeneização, nem de descontaminação, apenas é necessário 
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proceder-se a uma centrifugação para concentrar a amostra (Casal et al, 1997; Pina, 2000; 
Ducati et al, 2006). 
Após este processamento das amostras, realiza-se o exame directo, o exame cultural, a 
identificação do M. tuberculosis e os testes de sensibilidade aos antibióticos. À excepção do 
exame directo, todas as outras metodologias têm alternativas moleculares (Pina, 2000; Ducati 
et al, 2006). 
 
1.2.1 Exame directo 
 O exame directo consiste na pesquisa de bacilos álcool-ácido resistentes, através da sua 
visualização ao microscópio, após coloração. A visualização microscópica pode ser realizada 
de duas formas, dependendo da coloração efectuada. Inicialmente, procede-se a uma coloração 
de fluorescência, que apenas pode ser visualizada num microscópio de fluorescência. Em 
seguida é necessário confirmar algumas lâminas pouco nítidas através da coloração de Ziehl-
Neelsen, posteriormente visualizadas num microscópio óptico. As micobactérias não possuem 
capacidade de corar pela convencional técnica de Gram, mas no entanto, conseguem-no com a 
utilização da técnica de Ziehl-Neelsen. A coloração de Ziehl-Neelsen permite identificar 
bacilos álcool-ácido resistentes (BAAR), que possuem uma parede celular com capacidade de 
fixar determinados corantes, como por exemplo a fucsina, e de resistir à descoloração após 
exposição a um álcool-ácido. Deste modo, os bacilos aparecem corados de vermelho contra 
um fundo azul. Esta particularidade deve-se ao elevado conteúdo em lípidos na parede celular 
das micobactérias, conferindo assim uma característica álcool-ácido resistente muito própria 
(Pina, 2000; Ducati et al, 2006). 
Nesta técnica, o bacilo da tuberculose apresenta-se como um bacilo fino, recto ou 
curvado, corado de vermelho, por vezes com coloração irregular, isolado ou em grupos de 
bacilos, cordas, rosário, em palissada ou outros pleomorfismos. Alguns destes pleomorfismos, 
como por exemplo cordas, são visualizados após coloração com Ziehl-Neelsen a partir de uma 
cultura. No entanto, e apesar desta morfologia tão característica, o exame microscópico não 
permite identificar o M. tuberculosis, dando apenas um diagnóstico presuntivo de tuberculose. 
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Uma vez observados bacilos álcool-ácido resistentes no exame directo, torna-se necessário 
proceder à identificação da espécie do microorganismo presente. É um exame simples, barato, 
rápido, com especificidade e sensibilidade variáveis, de acordo com a extensão da doença. Na 
Figura 1.1 pode ver-se uma fotografia de um exame directo do M. tuberculosis (Pina, 2000; 
Ducati et al, 2006). 
 
 
Figura 1.1: Bacilo da tuberculose corado pela técnica de Ziehl-Neelsen. Fotografia obtida no Laboratório de 
Tuberculose e Micobactérias do INSA – Porto. 
 
1.2.2 Exame cultural 
 A par do exame directo, procede-se ao exame cultural, normalmente realizado em 
meios de cultura sólidos. Os primeiros meios sólidos destinados ao crescimento de 
micobactérias eram constituídos essencialmente por ovo coagulado, como o clássico meio de 
Lowenstein-Jensen. Estes meios, que continuam a ser utilizados nos dias de hoje, são 
solidificados por aquecimento a 85-90ºC durante 45 minutos, resistindo mais tempo à 
desidratação durante períodos de incubação prolongados. O M. tuberculosis não se desenvolve 
ou fá-lo muito dificilmente nos meios de cultura tradicionais utilizados para a maioria das 
outras bactérias (Pina, 2000; Ducati et al, 2006). 
Os meios de cultura, depois de semeados, são incubados a 36-37ºC durante cerca de 6 a 
8 semanas, devendo ser examinados semanalmente para verificar e acompanhar o crescimento 
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das micobactérias. Quando se obtêm colónias à superfície do meio, deve realizar-se um 
esfregaço para confirmação da presença de bacilos álcool-ácido resistentes, pela coloração de 
Ziehl-Neelsen. As culturas de M. tuberculosis possuem uma morfologia típica, muito 
característica, em que as suas colónias se apresentam não pigmentadas, rugosas e em forma de 
couve-flor, como pode ver-se na Figura 1.2. Na Figura 1.3 pode verificar-se a apresentação do 
bacilo da tuberculose em cordas, após realização do esfregaço, a partir de uma cultura (Pina, 
2000; Ducati et al, 2006). 
 
Figura 1.2: Cultura de M. tuberculosis em meio de Lowenstein-Jensen, obtida no Laboratório de Tuberculose e 
Micobactérias do INSA – Porto. 
 
 
Figura 1.3: Corda de M. tuberculosis, após realização de esfregaço de uma cultura, corada pela técnica de Ziehl-
Neelsen. Imagem obtida no Laboratório de Tuberculose e Micobactérias do INSA – Porto. 
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 O isolamento de M. tuberculosis por cultura em meio sólido continua a ser o método 
de referência com o qual todos os novos métodos são comparados. O principal problema do 
exame cultural é a morosidade na obtenção do resultado, que depende da lentidão de 
crescimento das micobactérias (2 a 6 semanas) (Pina, 2000; Ducati et al, 2006). 
  No entanto, recentemente, foram desenvolvidos meios de cultura líquidos que 
favorecem o crescimento das micobactérias e permitem a sua detecção, através da utilização 
de indicadores de crescimento. Um dos sistemas automáticos, desenvolvido na década de 70, é 
o sistema radiométrico BACTEC 460 TB (Becton Dickinson Instrument System), que se 
tornou, ele próprio, uma referência com a qual os novos sistemas são comparados. Este 
aparelho semi-automático detecta o crescimento das micobactérias por radiometria em meio 
líquido de Middlebrook, contendo ácido palmítico marcado com 
14
C. As micobactérias 
libertam 
14
CO2 durante a metabolização do substrato marcado com 
14
C, que é medido e 
transformado num valor numérico proporcional ao crescimento de micobactérias presentes 
(Casal et al, 1997; Lakchmi et al, 2006). 
Entre outros, existem, também, métodos de cultura baseados na detecção fluorimétrica 
de consumo de oxigénio, como o BACTEC/MGIT (Mycobacteria Growth Indicator Tube) 
960. Este método utiliza tubos de ensaio contendo meio líquido onde existe uma base de 
silicone impregnada com ruténio, metal que emite fluorescência na ausência de oxigénio. Se 
houver crescimento bacteriano, haverá igualmente consumo de oxigénio, pelo que o ruténio 
emitirá fluorescência que é detectada pela incidência de luz ultravioleta (Casal et al, 1997; 
Pina et al, 2000). 
Apesar das vantagens do uso de meios líquidos, recomenda-se a utilização simultânea 
de meio sólido com vista a facilitar a execução da identificação da espécie e do antibiograma. 
 
1.2.3 Métodos Moleculares 
Mais recentemente, foram desenvolvidos métodos moleculares que alteram de forma 
positiva o diagnóstico laboratorial da tuberculose, permitindo detectar o M. tuberculosis e 
outras espécies de micobactérias em poucas horas. 
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A técnica de biologia molecular mais recentemente aplicada ao diagnóstico da 
tuberculose é a Polymerase Chain Reaction (PCR) em tempo real. Esta técnica permite 
detectar e quantificar a presença do M. tuberculosis directamente na amostra clínica. A 
detecção e a quantificação dos produtos de amplificação são realizadas através de um sinal 
fluorescente, que pode ser constantemente monitorizado durante toda a reacção de 
amplificação. Actualmente têm vindo a ser lançados no mercado, kits que tornam ainda mais 
simples a execução da PCR em tempo real. Estes kits vêm bem equipados e fornecem todos os 
componentes necessários para o procedimento da técnica, sendo que nalguns casos as misturas 
de reacção estão prontas a utilizar (Pina, 2000; Drosten et al, 2003). 
A PCR em tempo real é uma técnica rápida, com baixa possibilidade de contaminação 
por carryover e com grande sensibilidade e especificidade. Deste modo, a amplificação in 
vitro de sequências específicas do genoma, permite um diagnóstico rápido, em relação aos 
métodos tradicionais mais utilizados. As limitações deste sistema prendem-se com a baixa 
sensibilidade em doentes cujas amostras biológicas têm uma pequena quantidade de bacilos, 
falsa positividade em casos de tuberculose anterior, elevado custo e necessidade de pessoal 
técnico específico no manuseamento do aparelho (Pina, 2000; Drosten et al, 2003). 
 
1.2.4 Identificação do M. tuberculosis 
O bacilo da tuberculose pode ser identificado através da análise das características 
morfológicas das suas colónias em meio sólido, seguida da execução de provas bioquímicas. 
Estas provas são a detecção da niacina, o teste da catalase, o teste da redução dos nitratos e a 
susceptibilidade ao TCH (hidrazida do ácido tiofeno-2-carboxílico). Esta forma de 
identificação, além de ser muito elaborada, é também muito morosa. Para ultrapassar estas 
desvantagens, têm sido desenvolvidos métodos de identificação molecular mais rápidos, e que 
podem ser utilizados em laboratórios clínicos (Pina, 2000). 
A identificação da espécie de micobactéria pode ser realizada através de sondas de 
DNA específicas, marcadas com fosfatase alcalina, que vão hibridizar com o RNA 
ribossómiso (rRNA) extraído a partir de culturas de micobactérias, formando um complexo 
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DNA-RNA estável. A quantidade de quimioluminescência assim produzida é proporcional à 
quantidade de sonda hibridizada – Sistema AccuProbe, da Gen-Probe. Este sistema de sondas 
possui alto nível de exactidão e especificidade, não apresentando, contudo, sensibilidade 
suficiente para poder ser utilizado directamente a partir da amostra clínica. É também de 
referir, o seu custo elevado e a inexistência de sondas para todas as espécies de micobactérias. 
O sistema Accuprobe apenas permite a identificação do complexo M. tuberculosis, do 
complexo Mycobacterium avium, do Mycobacterium gordonae e do Mycobacterium kansasii. 
Possibilita também, a diferenciação dos membros do complexo Mycobacterium avium, o 
Mycobacterium avium e o Mycobacterium intracellulare (Casal et al, 1997; Yam et al, 2006). 
 
1.2.5 Teste de detecção de sensibilidade às drogas 
 O método mais utilizado para o estudo da sensibilidade de M. tuberculosis aos 
antibióticos baseia-se no princípio das proporções, que detecta a quantidade de bacilos 
resistentes numa cultura, frente a uma concentração da droga capaz de inibir o crescimento das 
bactérias sensíveis, mas não o das resistentes. A esta concentração de droga chama-se 
concentração crítica. A proporção de bacilos resistentes aceitável varia de acordo com o 
antibiótico. Assim, na avaliação da sensibilidade aos fármacos de 1ª linha as concentrações 
são iguais a 1% e no caso dos fármacos de 2ª linha as concentrações abrangem 1 a 10%, para o 
meio de cultura sólido. Em termos clínicos, quando a proporção de bacilos resistentes é igual 
ou superior a 1%, não há eficácia da terapêutica, e a estirpe é considerada resistente (Pina, 
2000). 
O teste de detecção de sensibilidade às drogas pode ser realizado em meio de cultura 
sólido ou líquido. Os resultados surgem passados 5 a 10 dias de cultura no meio líquido e ao 
28º ou 42º dia de cultura em meio sólido (Pina, 2000). 
 Os mecanismos de resistência a drogas em M. tuberculosis têm vindo a ser 
esclarecidos ao longo da última década. Enquanto que na maioria das bactérias, a resistência 
aos antibióticos é mediada por plasmídios, no bacilo da tuberculose surge por mutação 
genética espontânea. Assim, uma vez conhecidas as mutações que conferem resistência a 
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determinada droga, podem desenhar-se métodos de detecção molecular mais rápidos que os 
testes de sensibilidade convencionais (Ducati et al, 2006). 
O estudo da sensibilidade aos antibióticos deve ser feito em todos os doentes com 
doença pela primeira vez e deve repetir-se após três meses de tratamento, caso as culturas se 
mantenham positivas (Pina, 2000). 
Existem muitos genes que conferem resistências a drogas, causadas por mutações 
pontuais, inserções ou delecções. Depois de sequenciar estes genes e identificar as suas 
mutações, podem desenhar-se métodos de detecção molecular de resistências a drogas. Outros 
sistemas de detecção rápida, têm recentemente vindo a ser desenvolvidos como alternativa a 
métodos fenotípicos, que podem vir a ser adaptados para utilização em testes de 
susceptibilidades (Ducati et al, 2006). 
 
1.3 O género Mycobacterium 
1.3.1 Características do M. tuberculosis 
Actualmente são conhecidas mais de 120 espécies dentro do género Mycobacterium, 
sendo que, a grande minoria destas espécies é patogénica humana, podendo causar tuberculose 
(complexo M. tuberculosis) e lepra (M. leprae). O M. tuberculosis é um dos elementos do 
complexo M. tuberculosis, juntamente com o Mycobacterium bovis, o Mycobacterium bovis 
BCG, o Mycobacterium africanum e o Mycobacterium microti. Acredita-se que o complexo 
M. tuberculosis, provavelmente, derive de um bacilo ancestral designado “Mycobacterium 
prototuberculosis” (Gutierrez et al, 2005; Wirth et al, 2008). Todos os bacilos pertencentes a 
este complexo, sem excepção, são resistentes à acção de agentes químicos e sensíveis aos 
agentes físicos, como a radiação ultravioleta e o calor. As espécies são identificadas e 
diferenciadas com base nas suas características morfológicas, fisiológicas e bioquímicas 
(Ducati et al, 2006). 
O M. tuberculosis, é o principal agente patogénico responsável pela tuberculose em 
seres humanos. Entre os membros do complexo M. tuberculosis, estão também associados à 
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tuberculose em humanos, o Mycobacterium africanum e o Mycobacterium bovis, sendo que, o 
primeiro surge principalmente em território africano e o segundo em locais de contacto com 
animais bovinos (Cole et al, 1998). 
O bacilo da tuberculose, é uma bactéria imóvel, de forma cilíndrica, não capsulado, 
que não forma esporos, não produz toxinas e não tem flagelo (Figura 1.4). Possui cerca de 0.3 
a 0.6 µm de largura, 1 a 4 µm de comprimento e apresenta uma parede celular bastante 
complexa (Hong et al, 2004; Ducati et al, 2006). 
 
Figura 1.4: Imagem do bacilo da tuberculose. 
Na parede celular das micobactérias existe um elevado teor de lipídeos complexos de 
alto peso molecular, os ácidos micólicos, que torna a sua superfície hidrofóbica. Os ácidos 
micólicos são ácidos gordos longos, contendo 70 – 90 átomos de carbono na sua totalidade. 
Além destes, as bactérias apresentam também na constituição das suas paredes, um polímero 
rígido, insolúvel em água e quimicamente complexo, designado de peptidoglicano. No 
entanto, entre o peptidoglicano e os ácidos micólicos existe uma camada única de 
polissacarídeos, o arabinogalactano. Os ácidos micólicos e o arabinogalactano encontram-se 
covalentemente ligados um ao outro, formando um complexo, que por sua vez se vai ligar ao 
peptidoglicano. Deste modo, a complexidade e a unicidade da parede celular advém da sua 
constituição em ácidos micólicos e polissacarídeos (Figura 1.5). Por sua vez, o peptidoglicano, 
envolve a bactéria, permitindo o fluxo de pequenas moléculas e protegendo-a contra o choque 
osmótico (Hong et al, 2004; Hett et al, 2008). 
Devido ao elevado conteúdo de ácidos micólicos, as micobactérias beneficiam de uma 
parede celular espessa, conferindo-lhes protecção e tornando-as relativamente resistentes a 
grande parte dos antibióticos e a outras drogas utilizadas no tratamento. A característica 
hidrofóbica faz com que a estrutura da parede seja impermeável a diversos compostos. Estas 
Mestrado em Métodos Biomoleculares  Introdução 
Universidade de Aveiro 2008  15 
propriedades são importantes, não só em termos biológicos, no que diz respeito à morfologia 
da bactéria, como também na patogenia das respectivas infecções (Hong et al, 2004; Ducati et 
al, 2006; Hett et al, 2008). 
 
 
Figura 1.5: Modelo da constituição da parede celular do M. tuberculosis, proposto por Minnikin. A imagem foi 
retirada de www.niaid.nih.gov/newsroom/focuson/tb02/target.htm, com modificações. 
 
As micobactérias, do ponto de vista de coloração, pertencem ao grupo chamado álcool-
ácido resistente. Esta característica advém da composição da parede celular rica em ácidos 
micólicos que é responsável pela coloração. O elevado teor lipídico da parede celular vai 
dificultar a coloração das micobactérias pela convencional técnica de Gram. Assim, se por um 
lado, são resistentes à coloração por vários métodos, como por exemplo o de Gram, por outro 
lado coram quando se recorre a metodologias mais enérgicas como o Ziehl-Neelsen. A 
coloração de Ziehl-Neelsen cora os bacilos de vermelho contra um fundo azul. Uma vez 
coradas, resistem à descoloração por soluções de álcool-ácidos, sendo-lhes por isso atribuída a 
designação de bactérias álcool-ácido-resistentes. Deste modo, a coloração com um primeiro 
corante, mantém-se após descoloração com solução álcool-ácida. Outro método de coloração 
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usado é o Kinyoun, em que as bactérias são coradas de vermelho contra um fundo verde 
fluorescente. Após coloração com este método é necessário a utilização de um microscópio de 
fluorescência, uma vez que são usados corantes fluorescentes (Pina, 2000; Ducati et al, 2006). 
O crescimento do M. tuberculosis em ambiente laboratorial é lento, com período de 
divisão de sensivelmente 18 horas, sendo necessárias várias semanas para que as colónias se 
tornem visíveis. Requer três a quatro semanas de crescimento em meio sólido, tornando-se 
visível na sua superfície (Ducati et al, 2006). 
O M. tuberculosis é um microorganismo considerado parasita intracelular facultativo, 
sendo capaz de sobreviver no interior de células fagocitárias. Em 90% dos casos, a infecção 
pelo M. tuberculosis é contida pelo sistema imunológico no hospedeiro, porém em 10% dos 
casos pode evoluir para a forma de doença. Estudos experimentais revelam que a variação 
existente no potencial de transmissão pode ser atribuída às propriedades patogénicas do bacilo. 
Assim, e apesar da variabilidade genética estar relacionada com a susceptibilidade da doença, 
torna-se difícil determiná-la. Além disso, populações mais recentemente expostas ao bacilo da 
tuberculose, possuem maior propensão ao desenvolvimento da doença quando comparadas 
com outras que co-existiram com a tuberculose, durante décadas (Ducati et al, 2006). 
 
1.3.2 O Genoma do M. tuberculosis 
A sequência completa do genoma da estirpe de M. tuberculosis mais bem 
caracterizada, o H37Rv (Figura 1.6), foi sequenciada e analisada para melhorar a compreensão 
da biologia deste patogénio de crescimento lento (Cole et al, 1998). O genoma do bacilo da 
tuberculose compreende 4.411.529 pares de bases (pb), contém cerca de 4000 genes e possui 
um elevado conteúdo, 65.6%, de elementos de guanina e citosina, ao longo do genoma. 
Representa o segundo maior genoma alguma vez determinado, sendo que o primeiro maior 
genoma pertence à Escherichia coli (Cole et al, 1998). 
Os genes existentes no M. tuberculosis são destinados, na sua grande maioria, à 
codificação de enzimas envolvidas na lipólise e na lipogénese, garantindo assim a sua 
sobrevivência e a síntese da parede celular. No total, existem cerca de 250 enzimas envolvidas 
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no metabolismo dos ácidos gordos, comparados com apenas 50 na Escherichia coli. Cerca de 
10% da capacidade de codificação do genoma dedica-se a duas famílias de proteínas acídicas, 
ricas em glicina, PE e PPE, cujos genes estão agrupados (Cole et al, 1998). São conhecidos 
mecanismos, relacionados com estas famílias de proteínas, que geram variabilidade antigénica 
noutras bactérias patogénicas (Cole et al, 1998). 
Existe pouca informação sobre a base molecular da virulência nas micobactérias. 
Contudo, esta situação pode agora mudar, porque a sequenciação do genoma pode acelerar e 
permitir o estudo da patogenicidade. Além disso existem outros factores que podem contribuir 
para a virulência se tornar evidente. Antes da sequenciação estar completa, apenas três 
factores de virulência foram descritos. Em adição aos factores de virulência, a parede celular 
do M. tuberculosis também tem a sua importância na patologia. Mas a natureza complexa da 
sua biosíntese acarreta dificuldades na identificação de genes, cuja inactivação leva à sua 
atenuação (Cole et al, 1998). 
Curiosamente, cerca de 59% dos genes são transcritos na mesma direcção em que se 
realiza a replicação. Esta propriedade pode, provavelmente, estar relacionada com o 
crescimento lento do bacilo e com a pouca frequência de ciclos de replicação (Cole et al, 
1998; Ducati et al, 2006). 
O genoma é rico em sequências de DNA repetitivas, especialmente elementos de 
inserção, localizadas em regiões intergénicas ou não-codificantes. Estas sequências de 
inserção são elementos genéticos que variam e se repetem em diferente número e posição no 
genoma da micobactéria. Esta característica existente no genoma do M. tuberculosis é que 
diferencia as várias estirpes do complexo M. tuberculosis (Cole et al, 1998; Ducati et al, 
2006). 
Através da análise do genoma do M. tuberculosis, torna-se claro que, para além das 
várias funções envolvidas no metabolismo dos lípidos, as enzimas necessárias para a glicólise 
e todos os outros mecanismos presentes, também ajudam a evidenciar a grande dinâmica do 
metabolismo dos bacilos (Ducati et al, 2006). 
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Figura 1.6: Mapa circular do cromossoma H37Rv M. tuberculosis. 
 
1.3.3 Resistência a antibióticos 
No bacilo da tuberculose, a resistência surge por mutação genética espontânea, 
independente da presença da droga. Em contrapartida, na maioria das bactérias, a resistência 
aos antibióticos é mediada por transferência horizontal de elementos genéticos, que quando 
adquiridos conferem determinada resistência (Meacci et al, 2005; Ducati et al, 2006). As 
estirpes multiresistentes de M. tuberculosis possuem variadas mutações em diferentes genes, 
relacionados com a resistência a drogas, e cada mutação resulta de um evento mutacional 
independente (Ducati et al, 2006). A título de curiosidade, no M. tuberculosis, cerca de 96% 
dos casos de resistência à rifampicina envolvem mutações específicas no gene rpoB, que 
codifica para a sub-unidade β da RNA polimerase (Figura 1.7) (Miller et al, 1994). 
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Figura 1.7: Representação esquemática do gene rpoB. 
 
Uma estirpe de M. tuberculosis multiresistente é assim, o produto de um processo em 
que ocorre a acumulação progressiva de alterações genéticas e resulta na selecção de uma 
bactéria viável. O crescimento das bactérias multiresistentes é mais lento do que o de uma 
bactéria susceptível, uma vez que as mutações que conferem resistência reduzem a sua 
robustez (Meacci et al, 2005; Ducati et al, 2006). No entanto, vários autores têm demonstrado 
que as variantes da robustez são rapidamente seleccionadas numa população bacteriana 
resistente a drogas, em que mutações compensatórias eliminam o custo biológico da 
resistência. Todos os dados relatados sobre a robustez das estirpes geralmente fazem 
referência a populações de bactérias muito homogéneas, mas, apesar disso, podem surgir casos 
de uma população bacteriana diferente (Meacci et al, 2005; Ducati et al, 2006). 
Devido a este fenómeno espontâneo, é recomendável a administração de uma terapia 
combinada para evitar uma consequente selecção de estirpes resistentes. As estirpes de M. 
tuberculosis multiresistentes (MDR), representam um enorme problema de saúde pública, 
devido à grande dificuldade de tratamento, por serem resistentes pelo menos, à isoniazida 
(INH) e à rifampicina (RMP) (Post et al, 2004; Meacci et al, 2005). Recentemente, definiu-se 
uma nova classe de estirpes multiresistentes, em que estas são resistentes à isoniazida e à 
rifampicina e, pelo menos, a três das drogas de segunda linha, designadas de estirpes 
extensivamente resistentes (XDR) (Ducati et al, 2006). 
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1.4 Tipagem molecular 
  A tipagem molecular de estirpes de M. tuberculosis é essencial em estudos 
epidemiológicos da tuberculose. Métodos baseados na análise de sequências repetitivas de 
DNA, associados a estudos epidemiológicos convencionais, têm contribuído para melhorar os 
nossos conhecimentos sobre a transmissão da tuberculose (Van Embden et al, 1993; Kremer et 
al, 1999; Supply et al, 2006). 
 Das várias sequências de DNA utilizadas como marcadores genéticos, o elemento de 
inserção IS6110 é o mais utilizado. Trata-se de um elemento de inserção que varia em número 
e posição no genoma da bactéria. Está presente, apenas em estirpes do complexo M. 
tuberculosis, variando o número de cópias entre 1 a 20 por cromossoma. As diferentes estirpes 
do complexo M. tuberculosis apresentam grande variabilidade entre si, quer no número de 
cópias, quer na sua localização. Existe, no entanto, a possibilidade de uma ou outra estirpe 
mais rara não apresentar este elemento (Van Soolingen et al, 1991; Van Embden et al, 1993; 
Van Soolingen et al, 1993; Supply et al, 2006). 
 A grande utilidade deste elemento de inserção pode ser verificada por Restriction 
Fragment Length Polymorphism (RFLP), actualmente considerado o método de referência 
para tipagem de M. tuberculosis (Van Embden et al, 1993; Supply et al, 2006). 
 Esta técnica de tipagem, envolve a cultura de estirpes clínicas de M. tuberculosis, 
extracção de DNA, digestão com enzimas de restrição e separação por electroforese dos 
diferentes fragmentos obtidos. Seguidamente, estes fragmentos são transferidos para uma 
membrana de nylon por Southern Blotting e são hibridizados com uma sonda de DNA 
marcada. Os diferentes perfis de DNA obtidos são então analisados utilizando software 
apropriado e as diferentes estirpes clínicas são agrupadas de acordo com o número e peso 
molecular das bandas. Este método apesar de possuir um elevado poder de discriminação 
apresenta algumas desvantagens. Além de ser um processo lento e de difícil execução, não 
consegue distinguir, muito bem, estirpes com um número de cópias do elemento de inserção 
IS6110 igual ou inferior a cinco. Por estes motivos, torna-se importante associar outro método 
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de tipagem complementar ao RFLP por IS6110 (Van soolingen et al, 1991; Van Embden et al, 
1993; Van Soolingen et al, 1993). 
 Outro método de tipagem utilizado, que tem vindo a ser implementado com sucesso na 
diferenciação de estirpes de M. tuberculosis, assenta em PCR e baseia-se num número variável 
de repetições em tandem (Variable number of tandem repeats – VNTR´s) de unidades 
repetitivas de DNA micobacteriano (Mycobacterial Interspersed Repetitive Units – MIRUs). 
Esta metodologia tem um poder de resolução muito próximo do método de RFLP por IS6110 
(Supply et al, 2006). 
 MIRUs são pequenos elementos de DNA (40 – 100 pares de bases) frequentemente 
encontrados como repetições em tandem e dispersos em regiões intergénicas no genoma do M. 
tuberculosis. As estirpes clínicas variam no número de repetições destes elementos em 
diferentes loci. A cada estirpe tipada é atribuído um número correspondente ao número de 
repetições do loci MIRU, formando a base de um sistema de codificação que facilita 
comparações entre diferentes laboratórios. Esta técnica utiliza um sistema de combinação de 
12, 15 ou 24 loci, o que permite aumentar o seu poder de resolução (Supply et al, 2005). 
 Relativamente à tipagem pelo método de RFLP por IS6110, o método MIRU-VNTR é 
mais rápido e permite fazer comparações de estirpes a nível global, uma vez que, os resultados 
são expressos em códigos numéricos (Supply et al, 2006). 
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1.5 Objectivos 
Num indivíduo com tuberculose crónica, em que a doença persiste há alguns anos, é 
importante fazer o estudo da estirpe de M. tuberculosis, com o objectivo de identificar as 
causas inerentes à recorrência da doença. A tuberculose recorrente deve-se à reactivação com 
a mesma estirpe de M. tuberculosis encontrada no primeiro episódio da doença, à re-infecção 
com uma estirpe diferente, e finalmente a infecções mistas. Estas causas, podem variar 
consoante os factores que influenciam directamente a recorrência da tuberculose, como por 
exemplo, a prevalência da doença e a exposição a outras infecções, nomeadamente a infecção 
com o VIH (Van Rie et al, 1999; Umubyeyi et al, 2007). A forma mais adequada para se 
perceber se existe ou não reactivação, re-infecção ou infecção com mais de uma estirpe em 
simultâneo, é a de recorrer à tipagem molecular de estirpes clínicas de M. tuberculosis isoladas 
ao longo do tempo. A técnica de RFLP por IS6110, e a metodologia baseada em PCR, MIRU-
VNTR, são os dois métodos de eleição para a genotipagem de estirpes clínicas de M. 
tuberculosis (Kremer et al, 1999; Supply et al, 2006). 
Este estudo incidiu sobre nove doentes com tuberculose há vários anos, com o 
objectivo de encontrar uma explicação para a persistência e/ou recorrência da doença. Para 
isso, um total de 39 estirpes de M. tuberculosis foi genotipado recorrendo à técnica de RFLP 
por IS6110 e MIRU-VNTR. Os resultados obtidos foram co-relacionados com outros dados 
laboratoriais, como os testes de sensibilidade às drogas, e com dados clínicos. O trabalho foi 
realizado no Laboratório de Tuberculose e Micobactérias do Instituto Nacional de Saúde Dr. 
Ricardo Jorge, Delegação do Porto. 
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2. Material e métodos 
2.1 . Cultura de estirpes clínicas de Mycobacterium tuberculosis 
A cultura das estirpes clínicas de M. tuberculosis realizou-se em meio de Lowenstein-
Jensen a partir de suspensões congeladas a -20 ºC. Foi semeado um grupo de 48 estirpes 
obtidas de 9 indivíduos com doença crónica. Das estirpes semeadas, apenas 39 cresceram e 
foram processadas para posterior inactivação, extracção e purificação do DNA genómico. 
A identificação da espécie e o teste de sensibilidade às drogas das estirpes genotipadas foi 
previamente determinado. 
Algumas das estirpes apresentaram um crescimento muito raro, de apenas uma ou duas 
colónias. Nestes casos, foi necessário fazer uma sub-cultura a partir de várias, uma ou 
metade de uma colónia, dependendo da quantidade de cultura produzida pela estirpe. 
 
2.2. Extração de DNA de estirpes clínicas de Mycobacterium tuberculosis 
Reagentes utilizados 
 
1. Tampão TE pH 7.4 (10 mM Tris-HCL; 1 mM EDTA) 
2. Lisozima 
3. RNAse A 
4. Tampão 10x proteinase K (5% SDS; 100 mM Tris-HCL, pH 7.8; 50 mM 
EDTA, pH 8.0) 
5. Proteinase K 
6. Fenol clorofórmio álcool-isoamílico (25:24:1) 
7. Clorofórmio álcool-isoamílico (24:1) 
8. 3M Acetato de sódio pH 5.5 
9. Isopropanol para biologia molecular 
10. Etanol para biologia molecular 
11. Água pura, isenta de DNAses e RNAses 
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A extracção de DNA foi realizada pelo método descrito por Rob Warren e 
colaboradores (Warren et al, 2006), sujeito a algumas alterações. Seguindo este método, 
pipetaram-se 6 ml de tampão TE pH 7.4 para cada tubo de Lowenstein-Jensen. Com a 
ajuda de uma ansa, rasparam-se as colónias do meio de cultura e transferiram-se para um 
tubo de polipropileno. Seguidamente, procedeu-se à sua inactivação em banho-maria a 80 
ºC, durante uma hora. Durante este período de tempo, o EDTA inibiu a acção enzimática 
das nucleases, prevenindo a degradação do DNA. De seguida, adicionaram-se 500 l de 
lisozima (50 mg/ml) e 2,5 l de RNAse (10 mg/ml), cuja função foi degradar a parede 
celular e o RNA respectivamente. Misturou-se gentilmente e incubou-se a 37 ºC, durante 
duas horas. Depois, juntou-se 600 l de 10x tampão proteinase K e 150 l de proteinase K 
(10 mg/ml) para degradar as proteínas. Misturou-se novamente e incubou-se a 45 ºC em 
banho-maria, durante a noite. No dia seguinte, adicionou-se 5 ml de fenol-clorofórmio-
álcool isoamílico (25:24:1) e agitou-se suavemente, de forma intermitente, de 15 em 15 
minutos, durante uma hora, para desnaturar proteínas e extrair lípidos. Centrifugou-se a 
3500 rpm durante 20 minutos e transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo contendo 5 
ml clorofórmio-álcool isoamílico (24:1). Misturou-se e repetiu-se a centrifugação. Este 
último passo serviu para remover restos de lípidos e algum fenol que tenha eventualmente 
passado para a fase aquosa. 
Após purificação do DNA, transferiu-se o sobrenadante para um novo tubo 
contendo 600 l de 3M acetato de sódio pH 5.5, que serviu para estabilizar a molécula de 
DNA. Precipitou-se o DNA, adicionando 7 ml de isopropanol gelado e deixou-se a -20 ºC, 
durante a noite. Centrifugou-se a 4500 rpm durante 30 minutos, a 10 ºC. Rejeitou-se o 
sobrenadante e lavou-se o DNA com 2 ml de etanol a 70 % gelado. Centrifugou-se a 4500 
rpm durante 20 minutos, a 10 ºC, rejeitou-se o etanol, inverteu-se o tubo e deixou-se secar 
o sedimento. Depois de seco, adicionou-se água pura e estéril para hidratar e dissolver o 
DNA que se colocou a 4 ºC durante a noite. No dia seguinte, aqueceu-se a 65 ºC, dilui-se 
em água estéril e mediu-se a densidade óptica a 260 nm (DNA) e a 280 nm (proteínas), 
para calcular a pureza e a concentração do DNA extraído. Assim, se a razão entre a 
densidade óptica a 260 e 280 nm (DO 260/280 nm) for superior ou igual a 1.9, existe 
contaminação com RNA, mas se o valor da razão for igual ou inferior a 1.7, estamos na 
presença de uma contaminação com proteínas. O cálculo da concentração do DNA 
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dependeu do valor da densidade óptica a 260 nm e do factor de diluição, apresentando-se 
da seguinte forma: DO 260 nm x factor de diluição/20. 
 
2.3. Métodos de Tipagem Molecular de estirpes clínicas de Mycobacterium 
tuberculosis 
Neste estudo foram utilizados dois métodos de tipagem molecular, Restriction 
Fragment Length Polymorphism of the Insertion Sequence 6110 (RFLP por IS6110) e 
Mycobacterial Interspersed Repetitive Unit – Variable-Number Tandem Repeat Typing 
(MIRU-VNTR) (Van Embden et al, 1993; Supply et al, 2006). 
2.3.1. RFLP por IS6110 
 
Reagentes e material utilizados 
 
1. Agarose 
2. Tampão de electroforese – 50x TAE (2M Tris-base; 0.5M EDTA; ajustar 
pH 8.0 com ácido acético glacial) 
3. Solução desnaturante (1.5M NaCl; 0.5M NaOH) 
4. Solução neutralizante (1.5M NaCl; 1M Tris; ajustar pH 7.5 com HCl) 
5. Tampão de transferência – 20x SSC (0.3M Citrato de sódio; 3M NaCl; 
ajustar pH 7.0) 
6. Primeiro tampão de lavagem (0.4% SDS; 0.5x SSC) 
7. Segundo tampão de lavagem (2x SSC) 
8. ECL Direct Nucleic Acid (Labelling and Detection) – Amersham (GE 
Healthcare), RPN3000PL 
a. Labelling Reagent (horseradish peroxidase) 
b. Glutaraldeído 
c. Reagentes de detecção (Reagentes de detecção 1 e 2) 
9. Papel 3MM 
10. Membrana de Nylon – Hybond N+, Amersham (GE Healthcare), RPN303B 
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11. Filme de Rx – Amersham (GE Healthcare), RPN2104K 
12. M. tuberculosis 14323 – estirpe de referência 
 
 Para o método de tipagem de RFLP por IS6110, o DNA genómico foi digerido com 
Pvu II, enzima que cliva a sequência IS6110 apenas uma vez. Após digestão com Pvu II, 
os produtos digeridos foram electroforeticamente separados em gel de agarose 0.8%. Para 
isso, colocou-se em cada poço uma mistura de 1.56 g de DNA genómico digerido e 5 l 
de loading buffer. Este gel destinou-se à verificação da digestão enzimática e à 
normalização da quantidade de DNA presente nas várias amostras. Depois de se proceder 
ao ajuste da quantidade de DNA, correu-se o gel final nas circunstâncias acima descritas, 
onde também se colocou a estirpe de referência de M. tuberculosis 14323 digerida com 
Pvu II. Esta estirpe produz um conjunto de bandas cujos pesos moleculares são 
conhecidos. 
 Seguidamente, o gel de agarose foi colocado numa solução desnaturante à 
temperatura ambiente, para separar a dupla cadeia das moléculas de DNA. Depois, teve de 
ser transferido para uma solução neutralizante à mesma temperatura, mantendo-se, assim, o 
DNA em cadeia simples. O Southern Blotting, que consiste na transferência do DNA 
contido no gel de agarose para uma membrana, executa-se colocando a membrana de nylon 
por cima do gel, seguida de uma pilha de papel absorvente, sobre os quais se exerceu 
pressão com um objecto pesado. O fluxo do tampão fez-se por capilaridade e foi usado 
para remover o DNA do gel e transferi-lo para a membrana. Interacções iónicas ligam o 
DNA carregado negativamente à membrana carregada positivamente. O fluxo do tampão 
deve fazer-se durante várias horas. Decorrido o tempo de transferência, a membrana foi 
exposta a radiação ultravioleta de intensidade 1200 x 100 J/cm
3
, para ligar 
covalentemente o DNA à membrana. 
 O DNA transferido foi hibridizado com uma sonda previamente marcada com 
horseradish peroxidase e complementar a uma porção do IS6110. Para bloquear o fundo, 
colocou-se a membrana em 40 ml de tampão de hibridização e incubou-se durante pelo 
menos três horas, à temperatura de 42 ºC. Passado este tempo, procedeu-se à marcação da 
sonda segundo as instruções do fabricante do ECL direct nucleic acid labelling and 
detection systems. A sonda foi inicialmente diluída em água, e depois desnaturada num 
banho de água fervente, durante 5 minutos. De seguida, foi colocada em gelo durante mais 
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5 minutos, para manter o DNA em cadeia simples e, assim, garantir uma marcação 
eficiente. Adicionou-se igual volume de labeling reagent (horseradish peroxidase) que se 
apresenta carregado positivamente, ligando-se ao DNA da sonda por interacção iónica. 
Seguidamente, juntou-se o glutaraldeído, que potencia a formação de ligações químicas, de 
forma a que a sonda fique covalentemente ligada à enzima. Esta mistura foi incubada, 
durante 20 minutos, à temperatura de 37 ºC. Finalmente, a sonda marcada foi adicionada a 
20 ml de tampão de hibridização, ficando a membrana a hibridizar durante a noite, à 
temperatura de 42 ºC. Para que a enzima não perca a sua actividade, é importante que a 
temperatura de hibridização não exceda os 42 ºC. 
 Após hibridização, a membrana foi lavada 2 vezes com o primeiro tampão de 
lavagem, durante 20 minutos cada, à temperatura de 42 ºC, com agitação. Logo depois, 
lavou-se 2 vezes com o segundo tampão de lavagem, durante 5 minutos cada, à 
temperatura ambiente, com leve agitação. Depois da última lavagem, foi necessário 
misturar igual volume de reagente de detecção1 e reagente de detecção 2, numa quantidade 
de solução suficiente para cobrir a membrana. O reagente de detecção 1 contém peróxido 
de hidrogénio, o substrato da horseradish peroxidase. A redução do peróxido de 
hidrogénio pela enzima, liberta O2
-
 que oxida o luminol presente no reagente de detecção 
2, libertando-se luz durante a reacção. A luz, assim produzida, foi depois detectada num 
filme de RX. Os reagentes de detecção devem ser misturados imediatamente antes de 
serem utilizados, podendo perder as suas propriedades à medida que o tempo passa. O 
reagente de detecção colocou-se directamente sobre a membrana, no lado que contém o 
DNA. Agitou-se levemente para cobrir toda a membrana, durante 2 minutos, numa sala 
com pouca luz. Escorreu-se o excesso do reagente de detecção, e embrulhou-se em película 
aderente, evitando a formação de bolhas de ar. Colocou-se a membrana numa cassete, e 
numa sala escura pôs-se em contacto com o filme de RX. O tempo de exposição pode 
variar, tendo-se optado, neste caso, por 30 segundos a 2 minutos. Retirou-se o filme, e 
revelou-se passando primeiro por revelador até se observarem bandas, e depois por água 
corrente e fixador. 
 Os dados obtidos foram posteriormente processados e analisados utilizando um 
software apropriado como o Bionumerics da Applied Maths. 
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2.3.2. MIRU-VNTR 
 
Reagentes utilizados 
 
1. 5x Green Go Taq Flexi Buffer – Promega , M891A 
2. Go Taq DNA polymerase – Promega, M830B 
3. Solução de 3mM MgCl2 
4. Solução de dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) 
5. Primers 
6. DMSO / Q-solution – QIAGEN, 1005485 
7. Agarose 
8. Marcadores de peso molecular 50bp – Fermentas, SM0613 e SM0373 
  
Este método de tipagem molecular envolve a amplificação por Polymerase Chain 
Reaction (PCR) de vários loci usando primers específicos. Neste estudo, foram analisados 
15 loci, nomeadamente, MIRU 04 (ETR D), 10, 16, 26, 31 (ETR E) e 40; ETR A e C; 
Mtub 04, 21, 30 e 39; QUB 11b, 26 e 4156. A Tabela 2.1 mostra os MIRUs loci que foram 
utilizados neste estudo e os primers usados na sua amplificação. 
As misturas de PCR foram preparadas com 1x tampão de taq polymerase, solução 3mM de 
solução de MgCl2, 0.2mM de solução de dNTPs, 10 pmol/reacção de cada primer, 10% 
DMSO e 0.4U/reacção de taq DNA polymerase (Tabela 2.2). A cada reacção de PCR 
adicionou-se 50ng de template. O volume total da reacção foi de 20 l. 
A amplificação realizou-se segundo os seguintes parâmetros: desnaturação da 
template a 95 ºC por 1 minuto, annealing dos primers a 60 ºC, por 1 minuto e 30 segundos, 
e sua extensão a 72 ºC, por 1 minuto e 30 segundos. Esta sequência repetiu-se por 30 
ciclos. A reacção de PCR foi precedida por uma desnaturação inicial a 95 ºC por 10 
minutos, e termina com uma extensão final a 72 ºC por 10 minutos. 
Os produtos de amplificação foram separados em gel de agarose a 2.5%. O 
tamanho dos fragmentos foi calculado, e os resultados de tipagem foram expressos em 
códigos numéricos. 
Mestrado em Métodos Biomoleculares  Material e Métodos 
Universidade de Aveiro 2008  29 
Tabela 2.1.: Lista de MIRUs loci e primers usados na sua amplificação. 
 
MIRUs loci           Sequências dos pares de primers
MIRU 4 F' GCG CGA GAG CCC AAC TGC
R' GCG CAG CAG AAA CGC CAG C
MIRU 26 F' TAG GTC TAC CGT CGA AAT CTG TGA C
R' CAT AGG CGA CCA GGC GAA TAG 
MIRU 40 F' GGG TTG CTG GAT GAC AAC GTG T
R' GGG TGA TCT CGG CGA AAT CAG ATA 
MIRU 10 F' GTT CTT GAC CAA CTG CAG TCG TCC
R' GCC ACC TTG GTG ATC AGC TAC CT
MIRU 16 F' TCG GTG ATC GGG TCC AGT CCA AGT A
R' CCC GTC GTG CAG CCC TGG TAC 
MIRU 31 F' ACT GAT TGG CTT CAT ACG GCT TTA 
R' GTG CCG ACG TGG TCT TGA T
Mtub 04 F' CTT GGC CGG CAT CAA GCG CAT TAT T
R' GGC AGC AGA GCC CGG GAT TCT TC
ETR C F' CGA GAG TGG CAG TGG CGG TTA TCT 
R' AAT GAC TTG AAC GCG CAA ATT GTG A
ETRA F' AAA TCG GTC CCA TCA CCT TCT TAT 
R' CGA AGC CTG GGG TGC CCG CGA TTT
Mtub 30 F' CTT GAA GCC CCG GTC TCA TCT GT
R' ACT TGA ACC CCC ACG CCC ATT AGT A
Mtub 39 F' CGG TGG AGG CGA TGA ACG TCT TC
R' TAG AGC GGC ACG GGG GAA AGC TTA G
QUB-4156 F' TGA CCA CGG ATT GCT CTA GT
R' GCC GGC GTC CTA GTT
QUB-11b F' CGT AAG GGG GAT GCG GGA AAT AGG
R' CGA AGT GAA TGG TGG CAT
Mtub 21 F' AGA TCC CAG TTG TCG TCG TC
R' CAA CAT CGC CTG GTT CTG TA
QUB-26 F' AAC GCT CAG CTG TCG GAT 
R' CGG CCG TGC CGG CCA GGT CCT TCC CGA T  
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Tabela 2.2.: Concentrações finais dos reagentes utilizados e respectivas quantidades por tubo de PCR. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ingredientes [FINAL] Quantidade por tubo (µl) 
   
Taq DNA Polymerase (5U/µl) 0,4 U/r 0,08 
5x Green GoTaq Buffer 1x 4 
dNTP's (20mM) 0,2mM 0,2 
Primer F (100pmol/µl) 10pmol/r 0,1 
Primer R (100pmol/µl) 10pmol/r 0,1 
MgCl2 (25mM) 3mM 2,4 
DMSO  10% 2 
Template (50ng/µl) 50ng/r 1 
Água    10,12 
Total  20 
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3. Resultados 
 
O termo tuberculose recorrente refere-se a um segundo episódio com cultura positiva 
no diagnóstico laboratorial, ocorrido depois de cumprido o tratamento de um episódio inicial 
de doença (Dobler et al, 2008). A recorrência é afectada por variadíssimos factores 
relacionados com o risco de infecção e a presença de condições favoráveis à progressão da 
doença (Umubyeyi et al, 2007). A utilização de métodos moleculares possibilita a distinção da 
doença recorrente como resultado da recaída de uma infecção remotamente adquirida, de uma 
re-infecção, ou talvez, de infecções mistas (Shamputa et al, 2007). 
A reactivação é considerada uma das causas da recorrência, quando estirpes isoladas de 
episódios sequenciais de doença são consideradas idênticas, isto é, possuem padrões de 
tipagem RFLP por IS6110 e MIRU-VNTR iguais ou muito semelhantes. A re-infecção 
também é considerada um dos motivos da recorrência, se as estirpes isoladas apresentarem 
diferentes padrões de fingerprinting, pelos métodos acima referidos. Por sua vez, as infecções 
mistas são igualmente encaradas como causa de recorrência, quando mais do que um alelo é 
detectado em mais do que um MIRU-VNTR locus na mesma amostra (Umubyeyi et al, 2007). 
Assim, todas estas causas podem ser identificadas por genotipagem (Dobler et al, 2008). 
A genotipagem por RFLP IS6110 baseia-se na análise de uma sequência de inserção da 
família IS3. Das várias sequências repetitivas de DNA, utilizadas como marcadores genéticos, 
o elemento de inserção IS6110 é o mais utilizado. Esta sequência de inserção possui 
similaridade com sequência de inserção da família IS3, sendo que o seus membros encontram-
se distribuídos por várias espécies, como por exemplo, Enterobacteriaceae (MacAdam et al, 
1990; Thierry et al, 1990; Van Soolingen et al, 1991; Van Embden et al, 1993; Van Soolingen 
et al, 1993). O IS6110 apenas está presente em estirpes do complexo M. tuberculosis, em 
número que varia entre 1 a 20 cópias por cromossoma. Existe, no entanto, a possibilidade de 
algumas estirpes mais raras, não apresentarem este elemento. As diferentes estirpes do 
complexo M. tuberculosis apresentam grande variabilidade entre si, quer no número de cópias 
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de IS6110, como na sua localização no genoma (Thierry et al, 1990; Van Soolingen et al, 
1991; Van Embden et al, 1993; Van Soolingen et al, 1993). 
A demonstração do polimorfismo do IS6110 por RFLP é actualmente considerado o 
método de referência para tipagem de M. tuberculosis. Por este motivo, tem sido utilizado em 
inúmeros estudos epidemiológicos, que demonstram a sua importância na análise de estirpes 
de M. tuberculosis. Esta técnica possui um elevado poder discriminatório, apesar de não 
conseguir distinguir estirpes com número de bandas igual ou inferior a cinco. Deste modo, o 
RFLP por IS6110 contribui para o controlo da tuberculose, possibilitando a realização de 
estudos epidemiológicos entre indivíduos com a doença, detectando possíveis condutas de 
transmissão e facilitando a distinção entre reactivações, re-infecções e infecções mistas (Van 
Soolingen et al, 1991; Van Embden et al, 1993; Van Soolingen et al, 1993; Kremer et al, 
1999; Supply et al, 2006). 
Esta técnica de tipagem, envolve a cultura de estirpes clínicas de M. tuberculosis, 
extracção de DNA, digestão com enzimas de restrição e separação por electroforese dos 
diferentes fragmentos obtidos. Estes fragmentos são posteriormente transferidos para uma 
membrana de nylon por Southern Blotting e hibridizados com uma sonda de DNA constituída 
por uma porção do elemento de inserção IS6110 marcada com peroxidase (Van Embden et al, 
1993). Contudo, este método é lento e trabalhoso. Sendo necessárias várias semanas para a 
cultura das estirpes clínicas de M. tuberculosis, e subsequente extracção e purificação do DNA 
genómico (Van Embden et al, 1993; Supply et al, 2006). 
Um dos métodos de tipagem que assenta em PCR é o MIRU-VNTR. Esta metodologia baseia-
se na análise de um número variável de repetições em tandem (Variable Number of Tandem 
Repeats – VNTR’s) de unidades repetitivas de DNA micobacteriano (Mycobacterial 
Interspersed Repetitive Units – MIRUs) e tem vindo a ser usado com sucesso em tipagem de 
M. tuberculosis (Supply et al, 2006). 
Os MIRU-VNTR são pequenos elementos de DNA, entre os 40 e os 100 pares de 
bases, frequentemente encontrados como repetições em tandem e dispersos no genoma do M. 
tuberculosis. As estirpes clínicas variam no número de repetições destes elementos em 
diferentes loci. Deste modo, este método assenta na amplificação de múltiplos loci por PCR, 
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utilizando primers específicos, e na determinação dos tamanhos dos produtos de amplificação. 
O tamanho de cada produto de PCR corresponde ao número de cópias de MIRU-VNTR alvo, 
pelo que os resultados são expressos em códigos numéricos. A análise dos resultados obtidos 
da genotipagem de estirpes do complexo de M. tuberculosis é realizada on-line, através de um 
programa denominado MIRU-VNTRplus, bastante dinâmico e fácil de usar (Supply et al, 
2006; Allix-Béguec et al, 2008). 
A tipagem por MIRU-VNTR tem um poder de resolução muito próximo do método de 
RFLP por IS6110. Sendo um método baseado em PCR é mais rápido e mais fácil de executar 
que o actual gold standard. Mais ainda, visto que os resultados são constituídos por um código 
numérico, tornam-se mais fáceis de comparar com os obtidos por outros laboratórios ou 
presentes em bases de dados. A utilização de um sistema de análise de 15 loci, tem 
proporcionado um elevado poder discriminatório, como demonstrado em estudos 
epidemiológicos, tendo sido proposto como o novo standard para avaliação epidemiológica de 
estirpes de M. tuberculosis (Supply et al, 2006; Allix-Béguec et al, 2008). 
Para a elaboração deste estudo foi feita uma pesquisa inicial no ficheiro de doentes do 
Laboratório de Tuberculose e Micobactérias do INSA – Porto, para seleccionar casos de 
tuberculose recorrente com amostras clínicas analisadas de forma periódica, ao longo de 
vários anos. Foram identificados nove doentes com doença prolongada e recorrente variando 
entre os 17 anos para o doente mais antigo, e 1 ano para o doente mais recente (Tabela 3.1). 
No entanto, devido a restrições de espaço, as estirpes clínicas armazenadas a 80 ºC negativos 
datam do ano de 2003 até ao momento. Por este motivo, para cada um dos doentes incluídos 
neste estudo, seleccionaram-se as estirpes com data igual ou posterior a 2003, e para as quais 
se conhecia o resultado dos testes de sensibilidade aos antibióticos de primeira e segunda 
linha. De entre as estirpes seleccionadas, algumas não estavam viáveis, não tendo sido 
possível recuperá-las. As Figuras 3.1 a 3.9 mostram a sequência cronológica das estirpes 
analisadas para cada um dos nove doentes. A genotipagem das estirpes de M. tuberculosis foi 
feita por RFLP IS6110 e MIRU-VNTR. 
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Figura 3.1: Cronologia das amostras analisadas do doente AB.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas.
Rectângulo amarelo: Amostra não analisada, sem crescimento até ao momento.
Rectângulo vermelho, com os ângulos curvados: Amostra não analisada.
Este indivíduo manteve a doença desde Maio de 2004, data de entrada da primeira amostra, até Janeiro de 2007, data em que entrou a
última amostra, neste laboratório. A recepção de produtos biológicos teve uma periodicidade, ao longo do tempo de, sensivelmente, 2 a
3 meses. As amostras foram todas de origem pulmonar, nomeadamente expectorações. O exame cultural da última amostra foi positivo,
tendo-se isolado uma colónia de M. tuberculosis.
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Figura 3.2: Cronologia das amostras analisadas do doente ACVS.
Rectângulos vermelhos com ângulos curvados: Amostras não analisadas.
Rectângulo amarelo: Amostra não analisada, sem crescimento até ao momento.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas.
O período de doença deste indivíduo abrange 18 anos e envolve a análise de mais de 200 amostras, até ao momento. As amostras deste doente
são unicamente de origem pulmonar, nomeadamente expectorações. A última amostra, de finais de Outubro de 2008, teve exame directo e
culturais negativos. Ao longo dos últimos 18 anos, este é o maior período de tempo em que as amostras deste doente apresentam resultados
negativos.
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Figura 3.3: Cronologia das amostras analisadas do doente AMCA.
Rectângulos vermelhos com ângulos curvados: Amostras não analisadas.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas. 
Este doente é VIH positivo e apresenta dois episódios diferentes de doença. O primeiro teve início em Agosto de 1999, e acabou em Julho de 2001.
O segundo começou em Abril de 2003 e finalizou a Setembro de 2007. As amostras analisadas neste período de tempo eram expectorações. A 31
de Janeiro de 2001 deu entrada uma amostra a partir da qual foi isolada uma estirpe de M. tuberculosis, sensível aos fármacos de 1ª linha. Deste
modo, presume-se que no fim do primeiro episódio de doença o doente tenha curado, mantendo-se assim entre Julho de 2001 a Abril de 2003.
Durante o segundo episódio de doença foram analisadas amostras, como hemocultura, expectoração e líquido céfalo-raquidiano (LCR).
Figura 3.4: Cronologia das amostras analisadas do doente ASC.
Rectângulos vermelhos com ângulos curvados: Amostras não analisadas.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas.
Rectângulos amarelos: Amostras não analisadas, sem crescimento até ao momento.
O período de doença deste indivíduo é de 7 anos. Todas as amostras são de origem pulmonar, designadamente expectorações. A última
amostra data de início de Novembro de 2008, com exame directo e cultural negativos.
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Figura 3.5: Cronologia das amostras analisadas do doente CMGV.
Rectângulos vermelhos com ângulos curvados: Amostras não analisadas.
Rectângulo amarelo: Amostra não analisada, sem crescimento até ao momento.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas.
Este indivíduo apresenta dois períodos diferentes de doença. O primeiro em 2002, e o segundo entre Fevereiro de 2006 e Junho
de 2007. No entanto, existe a possibilidade deste doente ter sido estudado noutros laboratórios entre 2002 e 2006, pelo que esta
avaliação pode não ser totalmente correcta. As amostras analisadas são todas expectorações. A última amostra analisada tem
exame directo e cultural negativos.
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Figura 3.6: Cronologia das amostras analisadas do doente IJVT.
Rectângulos vermelhos com ângulos curvados: Amostras não analisadas.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas.
Rectângulos amarelos: Amostras não analisdas, sem crescimento até ao momento.
Este doente manifesta dois episódios de doença, ao longo de um período de 14 anos. O primeiro teve início a Novembro de 1994 e terminou
em Dezembro de 2001, tendo sido analisados lavados brônquicos (LB) e lavados bronco-alveolares (LBA). O segundo decorre desde Março
de 2003 até ao momento, sendo a última amostra datada de Novembro de 2008, com exame directo e cultural negativos. As amostras
analisadas neste episódio são todas expectorações.
Figura 3.7: Cronologia das amostras analisadas do doente LVR.
Rectângulos vermelhos com ângulos curvados: Amostras não analisadas.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas.
Rectângulos amarelos: Amostras não analisadas, sem crescimento até ao momento.
Neste laboratório, foram recepcionadas expectorações deste doente desde Setembro de 2000 até Setembro de 2006. Aparentemente,
parecem existir dois ou três episódios de tuberculose. No entanto, este doente tem sido seguido noutras instituições pelo que não se sabe
todo o seu historial clínico. Assumindo que houve um episódio de doença no início de 2004 e outro no início de 2005, este último deve-
se a uma reactivação, visto que, as estirpes analisadas tem o mesmo perfil de genotipagem.
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Figura 3.8: Cronologia das amostras analisadas do doente MGC.
Rectângulos vermelhos com ângulos curvados: Amostras não analisadas, sem antibiograma.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas.
Este indivíduo teve um único período de doença com início em Novembro de 2005 e fim em Janeiro de 2007. Este doente,
teve uma tuberculose pulmonar acompanhada de disseminação, uma vez que foi isolado o M. tuberculosis a partir de uma
hemocultura. A última amostra deste doente teve exame directo e cultural negativos, levando a pressupor que existe cura.
Figura 3.9: Cronologia das amostras analisadas do doente SMX.
Rectângulos verdes: Amostras analisadas.
Deste doente, analisaram-se apenas duas amostras de origem pulmonar. Visto que, este indivíduo se encontra a ser
seguido noutros laboratórios, não se conhece toda a sua história. Aparentemente, este episódio de tuberculose decorreu
durante um ano e deve-se sempre à mesma estirpe clínica de M. tuberculosis. No entanto, sendo esta estirpe resistente a
todos os fármacos de 1ª linha e à grande maioria dos de 2ª linha, é pouco provável que tenha ocorrido cura da doença.
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Tabela 3.1: Doentes estudados e número de estirpes analisadas por cada metodologia aplicada. 
 
Doentes Período de doença até 2007 Nº estirpes analisadas 
RFLP            MIRU-VNTR 
Doente 
AB 
2004 - 2007     4                           1 
Doente 
ACVS 
1990 - 2007     7                           1 
Doente 
AMCA 
1999 - 2007     7                           1 
Doente 
ASC 
2001 - 2007     8                           3 
Doente 
CMGV 
2002 - 2007     3                           1 
Doente 
IJVT 
1994 - 2007     3                           1 
Doente 
LVR 
2000 - 2006     2                           1 
Doente 
MGC 
2005 - 2007     3                           1 
Doente 
SMX 
2006 - 2007     2                           1 
 
3.1. Tipagem por RFLP IS6110 
As 48 estirpes clínicas de M. tuberculosis pertencentes aos nove doentes incluídos 
neste estudo foram recuperadas a partir de suspensões armazenadas a -80 ºC. Os critérios para 
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a selecção destas estirpes foram descritos na secção anterior. As suspensões bacterianas foram 
inoculadas em meio Lowenstein-Jensen e incubadas a 37 ºC, durante 3 a 8 semanas. Destas 48 
estirpes clínicas apenas 39 foram recuperadas e analisadas, uma vez que para as restantes nove 
não foi possível obter crescimento. 
Após obtenção de culturas abundantes procedeu-se à recolha e inactivação das células 
e seguidamente à extracção, purificação e quantificação de DNA genómico. A extracção do 
DNA foi executada segundo o método publicado por Rob Warren (Warren et al, 2006) e 
descrito no capítulo Material e Métodos. A tipagem molecular por RFLP IS6110 foi realizada 
conforme Van Embden (Van Embden et al, 1993). De forma breve, o DNA genómico foi 
submetido a uma digestão com a enzima de restrição Pvu II e os fragmentos obtidos foram 
sujeitos a uma separação em gel de agarose 0.8%. Subsequentemente procedeu-se à 
transferência desses fragmentos para uma membrana de nylon por Southern Blotting, seguida 
de hibridização com uma sonda de DNA constituída por uma porção da sequência de inserção 
IS6110 marcada com peroxidase. O resultado final visualiza-se num filme de RX, onde se 
podem observar os perfis de fingerprinting das várias estirpes clínicas de M. tuberculosis. Os 
resultados obtidos podem ver-se nas Figuras 3.10, 3.11 e 3.12. 
Os diferentes perfis de IS6110 obtidos foram analisados utilizando o software 
Bionumerics, da Applied Maths, considerado o padrão de referência para análise de padrões de 
genotipagem. Este software permite o processamento dos perfis de fingerprinting incluindo a 
normalização da imagem, aperfeiçoamento da resolução e eliminação do ruído de fundo, 
detecção de bandas e identificação do marcador de pesos moleculares. Além disso, os 
diferentes perfis podem ser agrupados de acordo com o número e peso molecular das bandas 
obtidas. O peso molecular das bandas é calculado recorrendo a marcadores. Neste caso, 
utilizou-se uma estirpe de referência, o M. tuberculosis 14323, que quando digerida com Pvu 
II produz 10 bandas com os seguintes pesos moleculares 14.4, 7.2, 7.0, 4.4, 3.6, 3.0, 2.3, 2.0, 
1.8, 1.5, 1.0 kilobases (Kb) (Van Embden et al, 1993; http://www.applied-
maths.com/gelcompar/brochure.htm). O Bionumerics possibilita a análise de clusters e o 
estudo filogenético, essenciais na triagem, classificação e tipagem de estirpes. Para isso, o 
software possui vários coeficientes de distância e similaridade, e algoritmos de clustering, tais 
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como, UPGMA e Neighbour Joining, entre outros. Estes algoritmos agrupam os resultados de 
acordo com o número e posição das bandas. Os resultados obtidos em experiências diferentes 
podem ser comparados entre si, ou com bases de dados (Van Embden et al, 1993; 
http://www.applied-maths.com/gelcompar/brochure.htm). 
Os perfis de IS6110 das 38 estirpes incluídas neste estudo foram normalizados, 
comparados segundo o coeficiente de similaridade de Jaccard e agrupados recorrendo ao 
algoritmo Neighbour Joining. Este algoritmo foi escolhido por não assumir que todas as 
estirpes evoluem à mesma velocidade, sendo estatisticamente consistente com vários modelos 
de evolução. Além disso, este foi também o método escolhido para a análise de tipagem por 
MIRU-VNTR, como descrito na secção 3.2 (http://www.applied-
maths.com/gelcompar/brochure.htm). O dendrograma que agrupa as estirpes analisadas neste 
trabalho, pode ver-se na Figura 3.13. 
 
 
 
Figura 3.10: Perfis de RFLP por IS6110 das estirpes de M. tuberculosis dos doentes SMX, ACVS e AB. 
Linha 1: Estirpe de M. tuberculosis de referência Mt14323; Linha 2-3: estirpes do doente SMX; Linha 4-10: 
estirpes do doente ACVS; Linha 11-14: estirpes do doente AB; Linha 15: estirpe de M. tuberculosis de referência 
Mt14323. As estirpes de cada doente encontram-se cronologicamente ordenadas, da mais antiga para a mais 
recente. As datas correspondentes estão assinaladas nas figuras 3.9, 3.2 e 3.1. 
 
 
 1      2      3      4      5      6      7     8      9    10    11   12    13    14   15 
SMX ACVS AB 
1.0Kb 
3.0Kb 
7.2Kb 
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Figura 3.11: Estirpes de RFLP por IS6110 das estirpes de M. tuberculosis dos doentes IJVT, CMGV e AMCA. 
Linha 1: Estirpe de M. tuberculosis de referência Mt14323; Linha 2-4: estirpes do doente IJVT; Linha 5-7: 
estirpes do doente CMGV; Linha 8-14: estirpes do doente AMCA; Linha 15: estirpe de M. tuberculosis de 
referência Mt14323. As estirpes de cada doente estão ordenadas cronologicamente, da mais antiga para a mais 
recente. As datas correspondentes estão assinaladas nas figuras 3.6, 3.5 e 3.3. 
 
 
 
Figura 3.12: Estirpes de RFLP por IS6110 das estirpes de M. tuberculosis dos doentes LVR, ASC e MGC. 
Linha 1: Estirpe de M. tuberculosis de referência Mt14323, Linha 2-3: Estirpes do doente LVR, Linha 4-11: 
Estirpes do doente ASC, Linha 12-14: Estirpes do doente MGC, Linha 15: Estirpe de M. tuberculosis de 
referência Mt14323. As estirpes de cada doente encontram-se cronologicamente ordenadas, da mais antiga para a 
mais recente. As datas correspondentes estão assinaladas nas figuras 3.7, 3.4 e 3.8. 
 1      2       3      4      5      6      7     8      9     10     11   12   13    14   15 
1      2      3      4      5      6      7      8      9     10    11    12    13    14   15 
IJVT CMGV AMCA 
LVR ASC MGC 
14.4Kb 
7.2Kb 
3.0Kb 
2.3Kb 
4.4Kb 
14.4Kb 
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Figura 3.13: Dendrograma das estirpes pertencentes aos nove doentes incluídos neste estudo. Para a sua 
construção utilizou-se o coeficiente de similaridade Jaccard e o algoritmo de clustering Neighbour Joining. 
Jaccard (Tol 2.0%-2.0%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
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3.2. Tipagem MIRU-VNTR 
 As estirpes analisadas pela metodologia MIRU-VNTR foram escolhidas após análise 
dos resultados de tipagem por RFLP IS6110. Assim, nos casos em que não houve alteração do 
perfil de tipagem, ao longo do tempo, foi escolhida a primeira estirpe analisada de cada 
doente. Nos casos em que se verificou alteração do perfil de RFLP IS6110 analisaram-se 
estirpes de cada um dos perfis obtidos. O doente ASC é o único onde se verificou evolução no 
perfil de tipagem por RFLP IS6110. Neste caso, analisaram-se duas estirpes correspondentes 
aos dois perfis observados, representados nas posições 4 e 9 da Figura 3.12. Deste modo, 
analisaram-se 10 estirpes clínicas de M. tuberculosis, pelo método de tipagem MIRU-VNTR. 
 A tipagem pelo método MIRU-VNTR envolveu a amplificação por PCR de pequenos 
elementos repetitivos de DNA existentes ao longo do genoma do M. tuberculosis, usando 
primers específicos. Após amplificação, os produtos de PCR foram separados, 
electroforeticamente, em gel de agarose. O tamanho das bandas foi calculado e traduzido num 
código numérico (Supply et al, 2006). Na Figura 3.14 pode ver-se o exemplo de um gel de 
agarose a 2.5% com produtos de amplificação de 2 loci MIRU-VNTR. 
Os códigos numéricos atribuídos a cada estirpe são subsequentemente analisados 
utilizando o programa MIRU-VNTRplus (http://www.miru-vntrplus.org). Através deste 
serviço podem relacionar-se as estirpes em estudo com outras de referência presentes numa 
base de dados. Para a comparação de estirpes, estão disponíveis vários coeficientes de 
distância, sendo a distância categórica proposta por defeito. Esta distância divide o número de 
marcadores com um alelo diferente, pelo total de marcadores usados. O limite mínimo de 
distância utilizado para identificação de estirpes pode ser ajustado. Deste modo, o limite 
mínimo de distância de 0.17 proposto por defeito, corresponde a uma tolerância de 2 loci de 
diferença, quando a tipagem MIRU-VNTR assenta num sistema de 15 loci, e resulta numa 
especificidade de 100%. Quando o limite mínimo de distância é aumentado para 0.3, existe 
uma tolerância de 4 loci de diferença, correspondente a uma especificidade de 98.9%. 
Baseando-se nas respectivas matrizes de distância, o dendrograma pode ser calculado usando 
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algoritmos como UPGMA ou Neighbour Joining (Supply et al, 2006; Allix-Béguec et al, 
2008). 
Nas Figuras 3.15 e 3.16 podem ver-se as árvores filogenéticas das estirpes clínicas 
analisadas usando os limites mínimos 0.17 e 0.3 respectivamente. Na Tabela 3.2 está 
representada a família correspondente a cada estirpe clínica e os respectivos valores numéricos 
de loci MIRU-VNTR, para o limite mínimo de 0.3. Na Figura 3.17 está representado o 
dendograma que agrupa as estirpes analisadas neste estudo e os respectivos valores numéricos 
de loci MIRU-VNTR. 
 
 
 
Figura 3.14: Produtos da amplificação por PCR dos loci MIRU-VNTR 26 e 40, em gel de agarose a 2.5%. 
Linha 1: Marcador de pesos moleculares 50bp (Fermentas SM0373); Linha 2-9: Amplificação do locus MIRU 
26; Linha 10: Marcador de pesos moleculares 50bp (Fermentas SM0613); Linha 11-24: Amplificação do locus 
MIRU 40; Linha 25: Marcador de pesos moleculares 50bp (Fermentas SM0373). 
 
 
 
      1     2     3    4     5     6     7     8     9    10   11   12   13   14  15   16   17   18   19   20   21  22   23    24    25 
MIRU 40 MIRU 26 
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Figura 3.15: Árvore filogenética calculada e desenhada utilizando distância categórica com limite mínimo de 
distância de 0.17, e o algoritmo Neighbour Joining. As estirpes em branco não obtiveram correspondência com a 
base de dados dentro do valor de limite mínimo de 0.17, proposto. 
 
Figura 3.16: Árvore filogenética calculada e desenhada utilizando distância categórica com limite mínimo de 
distância de 0.3, e o algoritmo Neighbour Joining. As estirpes em branco não obtiveram correspondência com a 
base de dados dentro do valor de limite mínimo de 0.3, proposto. 
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Tabela 3.2: Identificação de cada estirpe utilizada neste estudo e código numérico MIRU-VNTR correspondente, 
para um valor de limite mínimo de distância de 0.3. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.17: Dendograma e códigos numéricos das estirpes pertencentes aos nove doentes incluidos neste estudo. Para a construção do dendograma 
utilizou-se o coeficiente de similaridade Jaccard e o algoritmo de clustering Neighbour Joining. Os códigos numéricos correspondem aos seguintes loci
MIRU-VNTR: Mtub04, ETRC, MIRU04, MIRU40, MIRU10, MIRU16, Mtub21, QUB11b, ETRA, Mtub30, MIRU26, MIRU31, 
Mtub39, QUB26, QUB4156.
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3.3 Sensibilidade aos fármacos 
Visto que os doentes com tuberculose recorrente incluídos neste estudo são na sua 
maioria multiresistentes, torna-se importante descrever o perfil de susceptibilidade às drogas 
das estirpes analisadas. Para isso, procurou-se o resultado do antibiograma da primeira e 
última amostras tipadas de cada doente. Como pode ver-se, a maior parte dos doentes 
apresenta resistências às drogas de primeira linha. No entanto, poucos surgem com algumas 
sensibilidades aos fármacos de primeira e segunda linha, que com o passar do tempo evoluem 
para resistências. Na Tabela 3.3, estão representados os perfis de resistência aos fármacos de 
primeira e segunda linha. 
Tabela 3.3: Perfil de resistência aos fármacos de 1ª e 2ª linha. 
Fármacos de 1ª linha*
1
 
Doente RIF       INH PZA EMB SM Fármacos de 2ª linha*
2
 
R R R S R Resistente a todos, excepto rifabutina, PAS, amicacina. AB 
R R R R R Resistente a todos, excepto amicacina. 
R R R S S Susceptível a todos, excepto ofloxacina, etionamida. ACVS 
R R R  - S Susceptível a todos, excepto ofloxacina. 
R S S S S Susceptível a todos. AMCA 
R S S S S Susceptível a todos. 
R R R R R Susceptível a todos, excepto ofloxacina, PAS, 
tiocetazona. 
ASC 
R R R R S Resistente a todos. 
R R R R R Susceptível a todos, excepto etionamida, rifabutina e 
ofloxacina. 
CMGV 
R R  - S R Resistente a todos, excepto PAS e cicloserina. 
R R S R R Susceptível a todos, excepto etionamida, ofloxacina e 
canamicina. 
IJVT 
R R S R R Susceptível a todos, excepto etionamida, ofloxacina e 
canamicina. 
R R S S S Susceptível a todos. LVR 
R R R R S Susceptível a todos. 
S R  - S R   MGC 
R R  - S R Susceptível a todos, excepto etionamida. 
R R R R R   SMX 
R R R R R Resistente a todos, excepto amicacina. 
  
[*
1
] – Fármacos de primeira linha: rifampicina (RIF), isoniazida (INH), pirazinamida (PZA), etambutol (EMB) e 
estreptomicina (SM). 
[*
2
] – Fármacos de segunda linha: rifabutina, etionamida, ofloxacina, ácido para-aminosalicílico (PAS), 
capreomicina, cicloserina, canamicina, tiocetazona e amicacina. 
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4. Discussão e Conclusão 
 
A tipagem seriada das estirpes clínicas de M. tuberculosis obtidas de 9 doentes com 
tuberculose crónica, e os resultados dos testes de sensibilidade às drogas, permitiram 
analisar o desenvolvimento da doença. A genotipagem de um total de 39 estirpes clínicas 
foi realizada pela técnica de RFLP por IS6110. Apenas 11 foram analisadas pelo método 
MIRU-VNTR. Estes dois métodos de tipagem molecular permitiram caracterizar e agrupar 
as diferentes estirpes. 
Através da análise dos resultados obtidos por RFLP IS6110, concluiu-se que, na 
maioria dos doentes, não houve alteração do perfil deste elemento de inserção nas estirpes 
isoladas ao longo dos anos. Na verdade, apenas o doente ASC apresenta efectiva alteração 
do padrão de tipagem de estirpes seriadas. Neste caso, verificou-se ganho de um elemento 
de inserção IS6110 pela estirpe isolada dois anos e meio após a primeira estirpe tipada 
deste doente. Esta estirpe também apresenta alteração do código numérico de MIRU-
VNTR, com redução do número de cópias de Mtub21 e QUB11b. Estas alterações 
encontram-se associadas à modificação do perfil de susceptibilidade a algumas drogas. 
Verifica-se que após o ganho de um IS6110, a estirpe que, antes era resistente, passa a ser 
sensível à estreptomicina. Quanto aos fármacos de 2ª linha, a estirpe adquiriu resistência à 
capreomicina, canamicina e amicacina. 
Outra das estirpes recuperadas do doente ASC apresentava uma morfologia 
diferente da esperada para um M. tuberculosis. As colónias possuíam cor amarela e textura 
viscosa. A coloração de Ziehl-Neelsen revelou a presença de bacilos álcool-ácido 
resistentes muito curtos. Por isso, foi identificada, de novo, recorrendo ao GenoType® 
Mycobacterium CM, verificando-se ser um Mycobacterium intracellulare. O resultado de 
tipagem por RFLP IS6110 desta estirpe pode observar-se na Figura 3.12, posição 8, do 
capítulo Resultados. A ausência de bandas nítidas e definidas era já um indicativo da 
presença de uma estirpe cuja espécie não era o M. tuberculosis. As razões para o 
aparecimento desta estirpe não foram investigadas, uma vez que este estudo incide apenas 
sobre estirpes de M. tuberculosis. 
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No caso do doente AMCA, uma das estirpes seriadas apresenta um perfil de 
tipagem distinto do das outras estirpes, como se pode observar na Figura 3.11, posição 13 
do capítulo Resultados. No entanto, esta ocorrência não corresponde a uma evolução nas 
estirpes deste doente, visto que, a alteração surge entre estirpes com o mesmo perfil de 
RFLP IS6110. Em conformidade com esta situação, está o facto desta estirpe ser a única 
que apresenta sensibilidade à rifampicina. Assim, conclui-se que, provavelmente, ocorreu 
uma troca de amostras clínicas. 
A análise dos resultados de tipagem por RFLP IS6110 permitiu concluir que as 
estirpes dos nove doentes se organizam em nove clusters, sendo que (i) as estirpes de dois 
dos doentes estudados pertencem ao mesmo cluster; (ii) as estirpes de outro doente estão 
divididas por dois clusters; (iii) e uma estirpe surge isolada. 
Os resultados de MIRU-VNTR das 10 estirpes clínicas possibilitaram a 
identificação da família a que pertencem. Deste modo, para um coeficiente de distância de 
0.17, as estirpes de M. tuberculosis dos doentes AB, MGC e SMX pertencem à família 
LAM, apresentando apenas 2 loci de diferença em relação à estirpe mais próxima da base 
de dados. Quando o coeficiente de distância é alargado para 0.3, torna-se possível atribuir 
linhagem às estirpes dos doentes AMCA e CMGV. Estas pertencem à família LAM e à 
família Haarlem respectivamente. Enquanto que a estirpe do doente AMCA apresenta 3 
loci de diferença, a estirpe do doente CMGV surge com 4 loci de diferença, em relação às 
estirpes mais próximas da base de dados. Os coeficientes de distância acima referidos não 
permitiram identificar a linhagem das 6 restantes estirpes (Figuras 3.15 e 3.16, do capítulo 
dos Resultados). Em suma, para um coeficiente de distância de 0.3, 40% das estirpes 
pertencem à família LAM, 10% pertencem à família Haarlem e 50% não obtiveram 
correspondência na base de dados. A diversidade alélica para os MIRU-VNTR loci foi a 
seguinte: Mtub04, 0.62; ETRC, 0.58; MIRU04, -0.11; MIRU40, 0.6; MIRU10, 0.58; 
MIRU16, 0.6; Mtub21, 0.4; QUB11b, 0.62; ETRA, 0.24; Mtub30, 0.58; MIRU26, 0.62; 
MIRU31, -0.11; Mtub39, 0.62; QUB26, 0.73; QUB4156, 0.24. A diversidade alélica destas 
estirpes é, de uma forma geral, bastante elevada com excepcção dos loci MIRU04, 
MIRU31, ETRA e QUB4156. 
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Um estudo, realizado no Ruanda, sobre tuberculose recorrente, descrito por 
Umubyeyi e colaboradores, analisa estirpes de M. tuberculosis isoladas de pacientes, num 
período aproximado de 3 anos. As estirpes foram sujeitas a tipagem molecular por 
spoligotyping e MIRU-VNTR, e os resultados foram analisados em combinação com os 
dados clínicos. Neste trabalho, o mesmo número de estirpes foi tipado pelas duas 
metodologias. Os autores chegaram à conclusão que, entre doentes com tuberculose 
multiresistente, a percentagem de reactivação é de 66.7% e a percentagem de re-infecção é 
33.3%, pelo que a falha no tratamento é a maior causa de recorrência da doença. Neste 
trabalho, que ocorreu numa área em que a incidência de tuberculose é de 77 casos/100 000 
habitantes, a re-infecção não parece ser uma causa comum de tuberculose recorrente 
(Umubyeyi et al, 2007). No entanto, na África do Sul, num contexto de elevada incidência 
de tuberculose (1000 casos/100 000 habitantes), foi realizado um estudo por Van Rie e 
colaboradores onde foi encontrada uma proporção de 75% de casos de re-infecção (Van 
Rie et al, 1999). 
Quanto à estabilidade dos padrões de RFLP IS6110, existem relatos controversos. 
Yeh e colaboradores, nos Estados Unidos, analizaram estirpes seriadas de 49 doentes com 
tuberculose. Neste estudo, verificou-se uma alteração do perfil de IS6110 em 25% dos 
doentes, indicando uma instabilidade relativamente elevada do elemento de inserção (Yeh 
et al, 1998). No entanto, este grau de instabilidade não foi observado noutros estudos. 
Niemann e colaboradores encontraram um elevado grau de estabilidade dos perfis de RFLP 
IS6110, nos doentes por eles estudados, indicando que o elemento de inserção muda a uma 
velocidade relativamente baixa (Niemann et al, 1999). 
A estabilidade temporal dos MIRU-VNTR loci, foi determinada por tipagem de 
estirpes seriadas, isoladas de 56 doentes. Os 12 loci analisados foram idênticos dentro das 
estirpes seriadas, em 55 dos 56 casos estudados (98.2%). Os autores concluíram que os 
MIRU-VNTR loci parecem ser estáveis, sendo a sua análise adequada para o 
acompanhamento de doentes crónicos por longos períodos de tempo (Savine et al, 2002). 
A tipagem por RFLP IS6110 mostrou-se adequada para o acompanhamento da 
evolução da tuberculose nestes doentes, tendo-se observado um elevado grau de 
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estabilidade dos perfis de IS6110. Esta observação é corroborada pelo trabalho de 
Nimeann e colaboradores (Niemann et al, 1999). 
Neste trabalho, recorrendo à tipagem molecular de estirpes de M. tuberculosis, 
verificou-se que a causa da persistência e/ou recorrência da tuberculose nos nove doentes 
estudados, se deve à persistência da estirpe inicial, que neste caso corresponde à primeira 
estirpe tipada. Esta realidade aproxima-se com a descrita por Umubyeyi e colaboradores, 
onde a reactivação nos doentes com tuberculose é a principal causa da persistência da 
doença (Umubyeyi et al, 2007). 
Deste modo, concluiu-se que nestes doentes a principal causa, se não a única, para a 
persistência da tuberculose se deve à resistência a muitas das drogas de 1ª e 2ª linha. Neste 
contexto, o médico é uma peça fundamental na resolução deste problema, uma vez que lhe 
compete assegurar o tratamento adequado e eficaz de forma a prevenir o desenvolvimento 
de resistências, assim como, impedir que os doentes propaguem a doença. 
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